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RESUME 
 Les plantes de la famille des Légumineuses sont capables de s’associer avec des 
bactéries du sol, les Rhizobia, pour établir une relation symbiotique permettant la fixation 
d’azote atmosphérique au sein d’organes spécialisés, les nodules. Lors de cette interaction les 
bactéries pénètrent dans les tissus racinaires par les poils absorbants via une structure appelée 
cordon d’infection, tandis qu’en parallèle, des divisions cellulaires intenses au niveau du 
cortex interne sont à l’origine du primordium nodulaire. La mise en place d’un méristème à 
l’apex du primordium nodulaire et l’invasion concomitante des cellules du nodule par les 
bactéries conduisent à la formation d’un nodule fixateur d’azote. 
 Dans le but d’identifier de nouveaux gènes impliqués dans ce processus symbiotique 
chez la légumineuse modèle Medicago truncatula, nous avons isolé et caractérisé le nouveau 
mutant api, bloqué au cours de l’infection lors de l’interaction avec Sinorhizobium meliloti. 
Le principal phénotype d’api est le blocage de l’infection rhizobienne juste avant l’invasion 
du primordium nodulaire, ce qui conduit à la formation de larges poches d’infection dans le 
cortex externe contigu au primordium. Le mutant api a été isolé initialement comme un 
double mutant symbiotique, contenant aussi un nouvel allèle mutant (nip-3) du gène 
NIP/LATD, issu d'une mutagenèse à l’éthyle-méthane-sulfonate. La caractérisation détaillée 
du simple mutant api a montré que l’infection rhizobienne est également déficiente à une 
étape plus précoce, lors de l’initiation du cordon d’infection dans les poils absorbants, ainsi 
que plus tard, lors de l’invasion par les cordons d’infection des rares nodules fixateurs qui se 
forment. Ni la modulation de la voie de biosynthèse de l’éthylène (par de l'AVG ou de 
l'ACC), ni la réduction de la sensibilité à l’éthylène dans le fond génétique du mutant skl, 
n’altère le phénotype majeur du mutant api, suggérant que la fonction du gène API n’est pas 
liée au métabolisme ou à la signalisation de l’éthylène. La cartographie génétique a permis de 
placer le gène API sur le bras supérieur du groupe de liaison 4, et des analyses d’épistasie 
montrent que le gène API agit en aval des gènes BIT1/ERN et LIN et en amont des gènes 
NIP/LATD et DNF. (Teillet et al., 2008, Molecular Plant-Microbe Interactions, Vol 21, pp. 535-546). 
 En parallèle, nous avons travaillé sur le gène MtENOD11 qui code pour une protéine 
supposée pariétale, riche en répétitions prolines et dont l’expression est associée aux étapes de 
pré-infection et d’infection au cours de l’interaction avec S. meliloti. Nos expériences 
préliminaires de localisation de MtENOD11 dans les cellules épidermiques de N. 
benthamiana semblent montrer que cette protéine est secrétée vers l’extérieur de la cellule et 
qu’elle pourrait être associée à la paroi et/ou à la matrice extracellulaire. Par ailleurs, des 
approches de génétique inverse ont été entreprises afin de déterminer l’implication de ce gène 
au cours de l’infection de M. truncatula  par S. meliloti. 
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ABSTRACT 
 Legumes have the unique capacity to establish symbiotic associations with nitrogen-
fixing soil bacteria known as Rhizobia. This endosymbiotic interaction leads to the formation 
of specialized root organs known as nodules, within which Rhizobia reduce atmospheric 
nitrogen for the benefit of the host plant. During this interaction bacteria penetrate root hair 
cells via an intracellular tubular structure called the infection thread. Along with infection 
thread growth, inner cortical cells begin to divide, giving rise to the nodule primordium. 
Nodule meristem formation and host cells invasion by bacteria lead to nitrogen-fixing nodule 
formation. 
 Here we describe a novel Medicago truncatula mutant called api, whose primary 
phenotype is the blockage of rhizobial infection just prior to nodule primordium invasion, 
leading to the formation of large infection pockets within the cortex of non-invaded root out-
growths. The mutant api was originally identified as a double symbiotic mutant associated 
with a new allele (nip-3) of the NIP/LATD gene, following the screening of an ethyl-methane 
sulphonate–mutagenized population. Detailed characterization of the segregating single api 
mutant showed that rhizobial infection is also defective at the earlier stage of infection thread 
(IT) initiation in root hairs, as well as later during IT growth in the small percentage of 
nodules which overcome the primordium invasion block. Neither modulating ethylene 
biosynthesis (with L-α-2-aminoethoxyvinylglycine or 1-aminocyclopropane-1-carboxylic 
acid) nor reducing ethylene sensitivity in a skl genetic background alters the basic api 
phenotype, suggesting that API function is not closely linked to ethylene metabolism or 
signaling. Genetic mapping places the API gene on the upper arm of the M. truncatula linkage 
group 4, and epistasis analyses show that API functions downstream of BIT1/ERN1 and LIN 
and upstream of NIP/LATD and the DNF genes. (Teillet et al., 2008, Molecular Plant-Microbe 
Interactions, Vol 21, pp. 535-546). 
  In parallel with the api mutant characterization, we initiated a study on the MtENOD11 
gene, encoding a putative cell wall repetitive proline-rich protein, whose expression is 
associated with pre-infection and infection stages during the interaction with S. meliloti. Our 
preliminary localization experiments of the MtENOD11 protein in N. benthamiana epidermal 
cells suggest that this protein is secreted outside of the cell and that this protein could be 
associated with the cell wall and/or extracellular matrix. Furthermore, reverse genetic 
approaches have been initiated in order to determine MtENOD11 function during M. 
truncatula root infection by S. meliloti. 
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L’azote est un nutriment essentiel et limitant pour le développement des plantes et, bien 
que majoritaire dans l’atmosphère, le diazote (N2) n’est pas directement assimilable par les 
végétaux. En revanche, certaines plantes peuvent s’associer en symbiose avec des 
microorganismes diazotrophes qui sont capables de fixer l’azote atmosphérique, notamment 
grâce à la nitrogénase, un complexe enzymatique qui catalyse la réduction de l’azote 
atmosphérique en ions ammonium (NH4+) assimilables par la plante. Plusieurs symbioses 
fixatrices d’azote existent et sont classées en fonction des types de bactéries diazotrophes 
qu’elles impliquent: les cyanobactéries, Frankia et Rhizobium.  
Le sujet de cette thèse porte sur la symbiose fixatrice d’azote entre les plantes de la 
famille des légumineuses et les bactéries appartenant au groupe des Rhizobia. 
1-La symbiose fixatrice d’azote légumineuse/Rhizobium 
Les bactéries de la famille des Rhizobiaceae sont des α-protéobactéries comprenant les 
genres Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium et Azorhizobium. Ces 
bactéries ont la capacité d’interagir avec les plantes de la famille des légumineuses, elle-
même divisée en trois sous-familles : Papilionoideae, Caesalpinioideae et Mimosoideae. La 
symbiose entre légumineuses et Rhizobia est dans la plupart des cas très spécifique. En effet, 
une espèce de Rhizobium n'infecte généralement qu’un nombre limité d’espèce de 
légumineuses et inversement. Par exemple, Sinorhizobium meliloti ne peut infecter 
efficacement que les plantes des genres Medicago, Trigonella et Melilotus. Cependant le 
degré de spécificité varie largement (Denarié et al., 1992) allant de la quasi-exclusivité, 
comme dans le cas de l’association entre Azorhizobium caulinodans / Sesbania rostrata 
(Boivin et al., 1997), à un spectre d’hôte beaucoup plus large, comme c’est le cas pour la 
souche de Sinorhizobium NGR234 qui est capable de noduler plus de 112 espèces de 
légumineuses tropicales ainsi que la non-légumineuse Parapsonia andersonii (Pueppke and 
Broughton, 1999). L’analyse de nodules fossilisés a permis de dater l’apparition de cette 
symbiose à environ 60 millions d’années (pour revue voir Sprent, 2008). 
La symbiose légumineuse/rhizobia culmine par la formation d’un nouvel organe, le 
nodule racinaire, au sein duquel les rhizobia fixent l’azote atmosphérique. Le processus de 
nodulation commence lors de la pré-infection, par une phase de reconnaissance entre les deux 
partenaires, et qui est suivie de deux étapes quasiment simultanées, l’infection de la racine par 
les bactéries et l’organogenèse du nodule (Figure 1.1) (Patriarca et al., 2004). Dans cette 
partie nous allons décrire l’enchaînement des principaux événements associés à la mise en 
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place de cette symbiose, tandis que dans une deuxième partie nous allons nous intéresser plus 
particulièrement aux gènes végétaux identifiés comme nécessaires au processus symbiotique. 
1.1-L’étape de pré-infection : reconnaissance des partenaires et réponses biologiques 
induites chez la plante hôte 
Lors de l’étape de pré-infection (avant l’infection) (de quelques heures à 24h post-
inoculation), les bactéries provoquent au niveau des différents tissus racinaires de la plante 
hôte, diverses réponses qui sont présumées préparer les étapes d’infection / organogenèse 
nodulaire. Il est bien établi que cette étape s’initie par un dialogue moléculaire spécifique 
entre les deux partenaires. Dans un premier temps, les flavonoïdes présents dans les exsudats 
racinaires de la plante vont induire chez la bactérie des gènes nod qui codent pour des 
protéines impliquées dans la biosynthèse et la sécrétion de facteurs « Nod » ou FNods (Figure 
1.2A). Les FNods sont des signaux symbiotiques clés requis pour la reconnaissance plante 
hôte-bactérie, ainsi qu’au cours des étapes d’infection et d’initiation de l’organogenèse 
nodulaire (pour revue voir Perret et al., 2000 ; Broughton et al., 2000 et Cooper et al., 2007). 
Les FNods produits par les Rhizobia sont des composés lipochito-oligosaccharidiques 
constitués d’un squelette oligomérique de N-acétyl-D-glucosamine (GlcNAc ; 3 à 5 résidus) 
liés en β-1,4 et d’une chaîne d’acides gras (de 16 à 18 atomes de carbone) au niveau de 
l’extrémité non réductrice (Lerouge et al., 1990). La nature de la chaîne d’acide gras ainsi que 
les substitutions (acétylation, sulfatation, méthylation, etc...) sur le sucre réducteur et sur le 
sucre non réducteur sont caractéristiques de chaque espèce et sont impliqués dans la 
spécificité d’hôte (Denarié et al., 1996). Chez S. meliloti, le partenaire bactérien de la 
légumineuse modèle Medicago truncatula, les FNods sont principalement composés de 4 
résidus de GlcNAc, d'une chaîne d'acide gras de 16 atomes de carbone portant 2 liaisons 
insaturées (C16:2), d’un groupement acétyle sur le résidu terminal non réducteur et d’un 
groupement sulfate sur le résidu terminal réducteur (Figure 1.2B). 
Les FNods purifiés induisent la plupart des réponses de pré-infection observées lors de 
l’inoculation avec les bactéries. Ces réponses s’étalent dans le temps (de quelques secondes à 
quelques heures) et sont localisées dans différents tissus racinaires (épiderme, cortex, 
endoderme et péricycle) (Figure 1.3) (pour revue voir Downie et Walker, 1999 ; D’Haeze et 
Holsters, 2002 ; Geurts et Bisseling, 2002). Les premières réponses observées après l’ajout de 
FNods purifiés sont localisées au niveau des poils absorbants. En effet, les FNods induisent 
une alcalinisation de la surface racinaire (Felle et al., 1996, 1998) et une dépolarisation de la 
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membrane des poils absorbants (Ehrhardt et al., 1992). L’utilisation de microélectrodes ion-
spécifiques sur les poils absorbants de M. sativa traités aux FNods a permis de mettre en 
évidence un influx d’ions calcium rapidement suivi d’un efflux d’ions chlorure entraînant 
ainsi la dépolarisation de la membrane plasmique (Felle et al., 1998). Après plusieurs minutes 
de traitement aux FNods (10-20 minutes) des variations cycliques de la concentration en 
calcium, appelées « calcium spiking », ont été observées dans les poils absorbants de 
plusieurs légumineuses telles que M. sativa (Ehrhardt et al., 1996), M. truncatula (Wais et al., 
2000 ; Miwa et al., 2006), Pisum sativum (Walker et al., 2000) et L. japonicus  (Harris et al., 
2003). L’application de FNods purifiés provoque également la déformation des poils 
absorbants en fin de croissance apicale (Heidstra et al., 1994 ; De Ruijter et al., 1998 ; 
Sieberer et Emons, 2000 ; Charron et al., 2004). Par ailleurs, les FNods purifiés activent, au 
niveau du cortex interne, la reprise des divisions cellulaires qui sont à l’origine de la 
formation du primordium nodulaire (Spaink et al., 1991 ; Truchet et al., 1991). Enfin, les 
FNods purifiés induisent l’expression de gènes, appelés gènes de nodulines précoces, au 
niveau des cellules de l’épiderme, du cortex et du péricycle de la racine (voir chapitre I, 
section 1.4). 
Chez Medicago spp, la plupart des  réponses induites par les FNods sont activées par de 
très faibles concentrations de FNods (10-9 à 10-12M) et nécessitent la présence d’un 
groupement sulfate à l’extrémité réductrice (pour revue voir D’Haeze et Holsters, 2002), 
suggérant que les FNods sont probablement reconnus par un (ou des) récepteur(s). Cependant 
les réponses symbiotiques induites par les FNods semblent moins exigeantes vis-à-vis de la 
structure des FNods, que les étapes précoces d’infection. En effet, le mutant nodF/nodL de S. 
meliloti, qui produit des FNods avec une chaîne d’acide gras modifiée (de C18 à C26) et sans 
groupement acétate sur le sucre non réducteur, est incapable d’infecter les racines de la plante 
hôte, alors qu’il peut toujours induire les déformations de poils absorbants ainsi que les 
division des cellules du cortex interne chez Medicago spp.(Ardourel et al., 1994 ; Catoira et 
al., 2001). De ces observations un modèle de perception des FNods à deux récepteurs a été 
proposé : d’une part, un récepteur dit « d’entrée », très exigeant vis-à-vis de la structure des 
FNods, qui permettrait la pénétration des bactéries dans les poils absorbants ; d’autre part, un 
récepteur dit « de signalisation », moins exigeant vis-à-vis de la structure des FNods, qui 
interviendrait dans l’induction des déformations de poils et l’activation du cycle cellulaire des 
cellules du cortex interne (Ardourel et al., 1994 ; Catoira et al., 2001 ). 
III II I
Figure 1.4 : Racine principale de M.truncatula d’après Sieberer et Emons, 2000
Sur cette racine principale de jeune plantule trois zones de poils absorbants peuvent être distinguées: les 
jeunes poils en croissance (I), les poils en fin de croissance (II) et les poils qui ont terminé leur croissance 
(III).
Figure 1.5 : Infection des poils absorbants de M. spp par S.meliloti
A : Progression d’un cordon d’infection avec un faisceau cytoplasmique entre le noyau (flèche) et l’apex du 
cordon (tête de flèche). L’encart montre le noyau associé à la colonne active de cytoplasme.
B : Immuno-localisation des microtubules (vert) dans un poil absorbant infecté. Les microtubules sont 
localisés le long du cordon d’infection (bleu) (flèches) jusqu’au noyau (rouge). Barre = 15µm
C : Schéma d’un poil absorbant infecté. Les bactéries (bleu) sont confinées dans le domaine apoplastique et 
sont séparées du cytoplasme de la cellule végétale par la paroi (trait noir) et la membrane plasmique 
(pointillés noirs). Les microtubules (vert) sont localisés entre l’apex du cordon d’infection et le noyau 
(rouge). Les filaments d’actine sont représentés en orange.
A et C d’après Gage, 2004 et B d’après Timmers et al., 1999
B C
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1.2-Le processus d’infection de la racine 
Le processus infectieux dans la racine correspond à l’ensemble des événements qui sont 
associés à la pénétration des bactéries dans les cellules de la racine et leur progression vers le 
nodule en formation. Deux types d’infection peuvent être distingués : soit elle débute entre les 
jonctions inter-cellulaires crack-entry comme dans le cas des nodules formés à la base des 
racines latérales chez Sesbania rostrata, soit elle débute dans les poils absorbants de la racine 
comme dans le cas des légumineuses tempérées telles que M. truncatula et L. japonicus. Les 
principales étapes de l’infection via les poils absorbants vont être décrites dans ce chapitre 
(pour revue voir Gage, 2004 ; Patriarca et al., 2004 ; Brewin, 2004). 
1.2.1-L’initiation de l’infection et la formation du cordon d’infection 
La première étape de l’infection consiste en l’attachement des bactéries sur les jeunes 
poils absorbants localisés au niveau de la zone I de la racine, qui correspond à la zone 
susceptible à l’infection (figure 1.4). Les Rhizobia ont la capacité de s’attacher aux poils 
absorbants, et il a été montré chez R. leguminosarum que cet ancrage se déroule en deux 
étapes. D’abord, les bactéries se lient aux poils grâce à une protéine bactérienne calcium-
dépendante de type adhésine, appelée rhicadhésine (Smit et al.,1989). Ensuite, les fibrilles de 
cellulose synthétisées par les bactéries permettent de former un biofilm à l’apex des poils 
absorbants (Smit et al., 1986 ; 1987). Des lectines végétales localisées à l’apex des poils sont 
également impliquées dans l’adhésion des bactéries. Ces lectines ont la capacité de se lier de 
manière spécifique et réversible à des composés saccharidiques présents à la surface des 
bactéries compatibles (Kijne et al., 1997 ; Hirsch, 1999). L’expression de lectines 
hétérologues peut permettre l’élargissement du spectre d’hôte de certaines légumineuses, à 
condition que la bactérie non-hôte produise les FNods compatibles. Ainsi, la formation de 
cordons d’infection et de nodules a été observée chez des plantes transgéniques de M. sativa 
exprimant une lectine de pois et inoculées avec R. leguminosarum bv. viciae qui synthétise 
des FNods de S. meliloti (van Rhijn et al., 2001).  
Une fois fixées à l’apex du poil en croissance, les bactéries vont induire par 
l’intermédiaire des FNods (voir chapitre I, section 1.1) la courbure du poil absorbant en 
« crosse de berger ». Cette déformation typique de l’infection par Rhizobium correspond à un 
recourbement à 360° du poil absorbant autour d’une micro-colonie bactérienne. Pendant ce 
recourbement, le noyau du poil migre vers l’apex et les microtubules se concentrent 
Chapitre I 
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graduellement entre l’apex du poil et le noyau pour finalement converger vers le centre de la 
courbure (Figure 1.5B) (Timmers et al., 1999). A la suite de cette déformation les bactéries 
pénètrent dans le poil absorbant via une structure tubulaire appelée cordon d’infection (Figure 
1.5).  
A ce stade, certains déterminants moléculaires bactériens semblent requis pour une 
infection réussie. La structure des FNods est primordiale pour la pénétration des bactéries 
dans les poils racinaires. En effet, dans le cas de S. meliloti, seules les bactéries produisant les 
FNods sulfatés possédant le groupement acétate sur le résidu terminal non réducteur et la 
chaîne d’acide gras adéquate (C16 :2) sont capables d’infecter efficacement Medicago spp. 
(Ardourel et al., 1994 ; Catoira et al., 2001). De plus, les polysaccharides de surface des 
bactéries (pour revue voir Fraysse et al., 2003 ; Becker et al., 2005), tels que les 
exopolyssacharides (EPS) semblent jouer un rôle important dans l’initiation du cordon 
d’infection. Par exemple, chez S. meliloti, le mutant exoY, bloqué dans la synthèse de 
succinoglycanes, est incapable d’initier la formation de cordons d’infection, ce qui conduit à 
la formation de nodules non infectés (Cheng et Walker, 1998). 
Les évènements cellulaires permettant l’internalisation des bactéries restent assez mal 
connus. La croissance et la division des bactéries dans l’espace confiné de la crosse de berger 
provoquent une pression qui semble contrer la pression de turgescence du poil et qui 
favoriserait ainsi l’entrée des bactéries (Brewin, 2004). Au niveau du site de pénétration, la 
dégradation de la paroi végétale du poil absorbant a été montrée chez différentes plantes hôtes 
telles que le soja (Glycine max) et le trèfle (Trifolium repens) (Turgeon et Bauer, 1985 ; 
Mateos et al., 2001). Des observations au microscope électronique ont montré que les 
bactéries semblent capables d’induire la formation de puits dans la paroi, mais l’origine de la 
dégradation reste inconnue (Mateos et al., 2001). Pendant que la paroi est dégradée au point 
d’entrée des bactéries, la membrane plasmique s’invagine et du nouveau matériel pariétal est 
synthétisé, ce qui conduit à la formation du cordon d’infection dans lequel les bactéries vont 
proliférer (Brewin, 1991 ; Rae et al., 1992 ; Gage et al., 1996 ; Gage et Margolin, 2001) 
(Figure1.5C). 
1.2.2-La progression du cordon d’infection 
La progression des bactéries vers la base du poil absorbant se fait grâce à l’élongation 
du cordon d’infection, qui est délimité du reste de la cellule par une paroi végétale primaire 
néo-synthétisée et de nature pecto-cellulosique (Rae et al., 1992) (Figure 1.5). L’observation 
orientationcroissance polairesécrétionextensionrigidification
Figure 1.6 : Représentation schématique des étapes de la croissance polaire du cordon d’infection
Le cordon est entouré d’une paroi primaire (noir) et de la membrane plasmique (gris). Le cytosquelette 
contrôle l’orientation de la croissance du cordon en dirigeant les vésicules de Golgi vers son apex. Les 
rhizobia (R) sont entourées d’une matrice extracellulaire comprenant des extensines et d’autres 
glycoprotéines de plantes qui sont sécrétées dans la lumière du cordon (Rathbun et al., 2002). A l’apex du 
cordon la matrice est fluide et les bactéries se divisent (Gage, 2002). Les bactéries plus en amont de l’apex 
cessent de se diviser et les protéines de la matrice se réticulent sous l’action du peroxyde d’hydrogène 
(H2O2) (Herouart et al., 2002) conduisant à la rigidification de la matrice.  
D’après Brewin, 2004
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au microscope de la progression du cordon d’infection montre que l’apex de ce dernier est 
relié au noyau par une colonne de cytoplasme (Gage, 2004). Chez la luzerne, cette colonne de 
cytoplasme co-localise avec le réseau de microtubules qui pourrait être impliqué dans la 
croissance du cordon d’infection (Timmers et al., 1999). A l’intérieur du cordon d’infection, 
les bactéries apparaissent alignées en une ou deux colonnes plus ou moins parallèles à l’axe 
du cordon. L’utilisation de bactéries exprimant la GFP (Green Fluorescent Protein) a 
démontré que la division des bactéries était restreinte à l’apex du cordon en croissance (Gage 
et al., 1996). Etant donné qu’il n’a jamais été observé de cordons d’infections dépourvus de 
bactéries, il a été proposé par Patriarca et al. (2004) que la division bactérienne agirait comme 
une force conductrice de l’élongation du cordon.  
La croissance du cordon implique également la synthèse et le dépôt de nouveaux 
composés membranaires et pariétaux transportés vers l’apex du cordon par les vésicules de 
Golgi (Figure 1.6). La matrice du cordon est constituée à la fois de composés végétaux tels 
que des glycoprotéines et des extensines (Rae et al., 1992 ; Rathbun et al., 2002) ainsi que des 
composés bactériens tels que des exopolysaccharides et des lipopolysaccharides de surface 
(Cheng et Walker, 1998 ; Gage et Margolin, 2000). Il a été proposé un modèle pour la 
croissance du cordon d’infection, dans lequel la matrice située à l’apex serait plus fluide que 
la matrice en amont. Dans ce modèle, les espèces réactives de l’oxygène (ou ROS pour 
« reactive oxygen species ») présentes dans la matrice du cordon d’infection (Santos et al., 
2000 ; Herouart et al., 2002), induiraient la réticulation des extensines et provoqueraient ainsi 
la rigidification progressive de la matrice. De ce fait, la plus grande fluidité de la matrice à 
l’apex permettrait la multiplication des bactéries (Figure 1.6) (Brewin, 2004).  
En parallèle de la pénétration des bactéries dans la racine, le cycle cellulaire est réactivé 
au niveau du cortex externe, en face du site d’infection, mais les cellules restent bloquées en 
phase G2 (Yang et al., 1994), ce qui conduit à la formation de ponts cytoplasmiques, aussi 
appelés cordons de pré-infection ou PITs pour « pre-infection threads » (figure 1.7A). Le 
passage du cordon d’infection est donc préparé dans les cellules du cortex externe par la 
présence des PITs (figure 1.7A). Lorsque le cordon d’infection atteint la base de la cellule 
épidermique, il fusionne avec la paroi et les bactéries se propagent dans l’espace 
intercellulaire. Dans le même temps, la paroi de la cellule corticale sous-jacente s’invagine au 
niveau du PIT, au travers duquel le cordon d’infection continue ensuite sa progression (van 
Brussel et al., 1992). La propagation du cordon d’infection vers le nodule en formation est 
assurée par ce type de passages successifs à travers les assises de cellules corticales (Figure 
1.7A). 
Figure 1.7: Formation des ponts cytoplasmiques (PITs) et d’un primordium nodulaire chez M. 
truncatula lors de l’infection par S. meliloti
A : Immuno-localisation des microtubules (vert) dans les cellules contenant des PITs (noyau en rouge). 
Progression du cordon d’infection (bleu) au travers des PITs vers le primordium (*) (coupe transversale). 
Barre = 15µm
B : Coupe longitudinale d’un méristème nodulaire (étoile) délimité par le primordium initial (astérisque) 
dans sa partie proximale et par une couche cellulaire « protectrice » dans sa partie distale (tête de flèche). 
Barre = 25µm
D’après Timmers et al., 1999
A B
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1.3-L’organogenèse du nodule indéterminé 
Chez les légumineuses deux types de nodules peuvent être distingués suivant la 
persistance ou non du méristème. Chez les plantes du genre Medicago, Pisum et Trifolium, les 
nodules, de types indéterminés, sont initiés à partir des cellules du cortex interne et ont un 
méristème apical persistant qui produit en continue de nouvelles cellules. Les nodules matures 
sont alors allongés et organisés en zones histologiquement différentes (voir Figures 1.8A et 
1.8B). Chez les plantes du genre Lotus, Glycine et Phaseolus, les nodules, de types 
déterminés, sont initiés à partir du cortex externe et ont un méristème transitoire. Les nodules 
matures sont sphériques et toutes les cellules du tissu central sont globalement au même stade 
de différenciation. Comme mon travail de thèse a été réalisé sur M. truncatula, seul 
l’organogenèse du nodule indéterminé est décrite dans cette partie. 
1.3.1- L’induction du primordium et la formation du méristème 
Avant, puis pendant que le cordon d’infection se forme et progresse vers les tissus 
internes de la racine, les cellules du cortex interne se dédifférencient et leur cycle cellulaire se 
réactive (Brewin, 1991 ; Foucher et Kondorosi, 2000). La conséquence de cette activité 
mitotique est la formation d’une structure appelée primordium nodulaire (Figure 1.7B) 
(Brewin, 1991). 
Une étude de Timmers et al. (1999) a permis de décrire en détail les évènements 
cellulaires qui sont à l’origine de la formation du primordium nodulaire (voir aussi Figure 
1.1). Chez M. truncatula, 16 à 18h après inoculation, les cellules du péricycle situées en face 
des pôles de protoxylème sont les premières à s’activer puis à se diviser. Ensuite (18-24h 
post-inoculation (hpi)), les cellules du cortex interne se divisent et génèrent de nouvelles 
cellules qui forment le primordium initial (Figure 1.7B). Enfin (24-48 hpi), l’activation et la 
division des cellules du cortex moyen conduisent à la formation du primordium nodulaire. De 
façon concomitante, le cordon d’infection progresse au travers des cellules corticales, et 
pénètrent en se ramifiant dans le primordium. Lorsque les cordons d’infection atteignent le 
primordium, les cellules du cortex moyen qui n’ont pas été traversées par les bactéries se 
différencient en cellules méristématiques (60-72hpi). Ces cellules forment d’abord des îlots 
méristématiques qui ensuite fusionnent entre eux pour former le méristème du nodule (Figure 
1.7B). D’un point de vue cytologique, les cellules méristématiques du nodule ont les 
caractéristiques des cellules méristématiques de la racine : elles sont petites, se divisent 
Figure 1.8: Zonation d’un nodule indéterminé et libération des bactéries dans les cellules de la zone II
A : Coupe longitudinale d’un nodule de M. truncatula (35dpi) colorée au bleu de toluidine. Le cadre 
entoure les cellules en cours de sénescence.
B : Schéma d’une coupe longitudinale d’un nodule mature représentant les différentes zones du nodule et les 
tissus les entourant. La zone I correspond au méristème, la zone II la zone d’infection, la zone II-III à
l’interzone et la zone IV à la zone de sénescence.
C : Schéma de la libération des bactéries dans les cellules de la zone d’infection (zone II) et formation d’un 
symbiosome.
A: D’après van de Velde et al., 2006 – B: D’après  Bauchrowitz, 1995 - C: D’après Kannenberg et Brewin, 
1994 .
Cellules hôtes
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activement et possèdent un cytoplasme dense et un large noyau. Les cellules les plus externes 
du primordium se divisent une ou deux fois et forment une couche cellulaire qui pourrait avoir 
un rôle protecteur vis-à-vis du méristème (Figure 1.7B) (Timmers et al., 1999). Tandis que le 
nodule croît grâce à l’action du méristème, les cordons d’infection se ramifient davantage de 
façon isotrope (Monahan-Giovanelli et al., 2006) et pénètrent une partie des cellules situées 
en dessous du méristème. Ainsi, le jeune nodule est formé d’un méristème apical et d’un tissu 
central composé de cellules infectées. 
1.3.2-L’invasion cellulaire et la différenciation du nodule 
Pendant le développement du nodule, les bactéries sont libérées à certains endroits des 
cordons d’infection, par endocytose dans le cytoplasme des cellules végétales. Dans une 
même cellule, il a été observé qu’une ou plusieurs zones de cordons d’infection ne sont plus 
délimitées par de la paroi, permettant ainsi l’invagination de la membrane plasmique et la 
formation de vésicules d’endocytose enfermant une ou plusieurs bactéries selon les 
légumineuses (Timmers et al., 1998 ; Cermola et al., 2000 ; Brewin, 1991). A partir de ce 
stade, les bactéries libérées sont appelées bactéroïdes et la membrane les entourant, membrane 
péri-bactéroïdienne. Cette membrane assure la séparation des bactéries de la cellule hôte et 
contrôle l’échange de signaux et de nutriments entre les deux partenaires (Udvardi et Day, 
1997). Les bactéroïdes et la membrane péri-bactéroïdienne forment ensemble le symbiosome 
(Figure1.8C) (Brewin, 1991). 
Dans le cas des nodules indéterminés, l’activité persistante du méristème conduit au 
développement d’un organe allongé dont la partie centrale est subdivisée en cinq zones qui se 
différencient successivement de l’apex (distal à la racine) vers la base (proximale à la racine) 
(Figures 1.8A et 1.8B). La zone I correspond au méristème apical et assure la production 
continue de nouvelles cellules ainsi que la croissance du nodule. Les cellules de cette zone 
sont petites, riches en cytoplasme et ne contiennent ni bactéries, ni cordons d’infection. Ces 
cellules se différencient et forment la zone II, dite d’infection. Dans cette zone les cordons 
d’infection sont très ramifiés et pénètrent dans une partie des cellules distales où les bactéries 
sont libérées. La partie la plus distale (2 ou 3 assises cellulaires) de la zone d’infection ne 
contient pas de cordon d’infection, on parle de zone de pré-infection (Pichon et al., 1992) Les 
cellules plus proximales de la zone II sont le site de la co-différenciation bactérienne et 
végétale menant à l’état fixateur d’azote. Au niveau de la zone III, dite de fixation, les cellules 
infectées, très grandes sont caractérisées par une vacuole centrale et un large cytoplasme 
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envahi de bactéroïdes allongés et fixateurs d’azote atmosphérique. La présence de 
leghémoglobine autour des symbiosomes permet de baisser la pression partielle en oxygène, 
qui agit comme inhibiteur sur la nitrogénase bactérienne, tout en assurant un 
approvisionnement en oxygène pour la respiration des bactéroïdes (Ott et al., 2005). Entre les 
zones d’infection et de fixation, quelques assises cellulaires riches en amyloplastes forment 
l’interzone II-III. La zone IV, proximale à la zone III, correspond à la zone de sénescence 
dans laquelle les cellules des deux symbiotes dégénèrent (Vasse et al., 1990). Une dernière 
zone V, qui n’est visible que chez les nodules de plus de 6 semaines, est caractérisée par une 
nouvelle libération de bactéries, issues des cordons d’infection, dans les cellules végétales 
nécrosées issues de la zone IV. Cependant dans ce cas, les bactéries ne se différencient pas, ne 
fixent pas d’azote, mais ne provoquent pas non plus de réactions de défense, c’est pourquoi 
elles sont dites saprophytes (Timmers et al., 2000).  
1.4-Les gènes induits au cours de la nodulation 
Pendant les différentes étapes symbiotiques, de nombreux gènes, appelés gènes de 
nodulines, sont induits avec des profils d’expression spatio-temporels spécifiques (Schultze et 
Kondorosi, 1998 ; Stougaard, 2000 ; D’Haeze et Holsters, 2002). Les gènes de nodulines dites 
précoces sont activés principalement au cours des étapes de pré-infection, d’infection et 
d’organogenèse nodulaire, tandis que les gènes associés au fonctionnement et au métabolisme 
du nodule sont appelés gènes de nodulines tardives. Des gènes de nodulines précoces ont 
d’abord été identifiés par des cribles différentiels de banques d’ADNc (ADNcomplémentaire) 
(Franssen et al., 1987 ; Scheres et al., 1990), puis par hybridation hétérologue (Pichon et al., 
1992 ; Löbler et Hirsch, 1993 ; Wilson et al., 1994 ; Journet et al., 2001). Par la suite, des 
approches à plus grande échelle ont été développées telles que l’hybridation soustractive et 
suppressive (Gamas et al., 1996 ; Godiard et al., 2007) et les approches transcriptomiques (El 
Yahyaoui et al., 2004 ; Mitra et al., 2004 ; Lohar et al., 2006 ; Jones et al., 2008). L’ensemble 
de ces études a permis d’identifier de nombreux gènes de nodulines, mais pour la plupart les 
profils d’expression tissulaire au cours de la nodulation n’ont pas été déterminés. Les profils 
d’expression des principaux gènes de nodulines précoces identifiés chez M. truncatula et/ou 
M. sativa sont récapitulés dans cette partie et dans les tableaux 1.1 et 1.2. 
Au cours de l’étape de pré-infection (S. meliloti ou FNods purifiés), des gènes de 
nodulines précoces sont activés dans différentes assises cellulaires de la racine. Ainsi, les 
gènes MtENOD11, MtENOD12, MtRip1, et MtENOD40-1/MsENOD40-1/2 sont activés au 
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niveau de l’épiderme racinaire après un traitement par les FNods purifiés ou après 
l’inoculation par S. meliloti. (Journet et al., 2001, 1994 ; Charron et al., 2004 ; Cook et al., 
1995 ; Peng et al., 1996 ; Sauviac et al., 2005 ; Fang et Hirsch, 1998). Par ailleurs, d’autres 
gènes sont également induits dans les tissus plus internes tels que le cortex externe (MtAnn1 ; 
MsENOD40-1/2) et interne (MsENOD40-1/2, MtENOD20), l’endoderme (MtAnn1) et le 
péricycle (MsENOD40-1) (de Carvalho-Niebel et al., 2002 ; Fang et Hirsch, 1998 ; Crespi et 
al., 1994 ; Compaan et al., 2001 ; Vernoud et al., 1999). 
Au début de l’infection, c'est-à-dire lorsque les bactéries ont pénétré dans le poil 
absorbant et que le primordium nodulaire se développe, plusieurs gènes de nodulines sont 
activés. Pour certains de ces gènes, l’expression est plutôt associée à l’infection et dans ce cas, 
les transcrits sont localisés dans les cellules en cours d’infection (MtENOD11, MtENOD12, 
MtENOD20, MtMMPL1) ou dans celles situées à l’avant de l’infection (MtENOD11, 
MtENOD12, MtAnn1, MtN6) (Journet et al.,2001 ; Pichon et al., 1992 ; Combier et al., 2007 ; 
Vernoud et al., 1999 ; de Carvalho-Niebel et al., 2002 ; Mathis et al., 1999). Dans le même 
temps, l’expression des gènes MtRip1, (Ms)MtENOD40-1/2 et MtENOD20 dans les cellules 
du primordium et du péricycle pour MsENOD40-1 semble davantage associée à 
l’organogenèse du nodule (Peng et al., 1996 ; Crespi et al., 1994 ; Fang et Hirsch, 1998 ; Wan 
et al., 2007 ; Vernoud et al., 1999). 
La majorité des gènes de nodulines précoces ont été montrés comme étant exprimés 
dans les tissus centraux des nodules. L’expression des gènes MtPRP4, CCS52A et MtHAP2.1 
est ainsi localisée dans le méristème (zone I), ainsi qu’en partie dans la zone d’infection (zone 
II) (Wilson et al., 1994 ; Vinardell et al., 2003 ; Combier et al., 2006). Au niveau de la zone 
d’infection (zone II), de nombreux gènes sont exprimés soit dans toute la zone (MsENOD10, 
(Ms)MtENOD40-1/2, MtENOD20, MtMMPL1), soit principalement dans la partie proximale 
de cette zone (MtN6), soit principalement dans la partie distale également définie comme zone 
de pré-infection du nodule (MtENOD11, MtENOD12, MtANN1, MtN1) (Löbler et Hirsch, 
1993 ; Crespi et al., 1994 ; Wan et al., 2007 ; Vernoud et al., 1999 ; Combier et al., 2007 ; 
Mathis et al., 1999 ; Journet et al., 2001 ; Pichon et al., 1992 ; de Carvalho-Niebel et al., 
1998 ; Gamas et al., 1998). Les gènes MtCaML1, MtENOD8 et MtENOD20 sont induits au 
niveau de la zone III du nodule mature, ainsi qu’au niveau de l’interzone II-III pour les gènes 
MtENOD8 et MtENOD20 (Liu et al., 2006 ; Coque et al., 2008 ; Vernoud et al., 1999). Enfin 
d’autres gènes tels que les gènes MtN13 et MsENOD2 sont exprimés au niveau des tissus 
périphériques du nodule, respectivement au niveau du cortex (à l’apex du nodule) et au niveau 
du parenchyme nodulaire (Gamas et al., 1998 ; van de Wiel et al., 1990). 
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Parmi les gènes exprimés au cours du processus symbiotique, de nombreux gènes 
codent pour des protéines riches en proline (PRP) (voir Tableau 1.2). Les PRP sont 
constituées, en N-terminal, d’un signal de transit vers la voie sécrétrice, appelé peptide signal 
(von Heijne, 1983) et de répétitions riches en résidus prolines qui, d’une PRP à l’autre, 
peuvent être de longueur et de composition variables (voir Tableau 1.2). Les PRP, comme les 
extensines et les protéines arabino-galactanes, font partie des glycoprotéines riches en 
hydroxy-prolines (HRGP pour hydroxyproline-rich glycoprotein) décrites comme constituants 
structuraux de la paroi et/ou de la matrice extracellulaire (pour revue voir Showalter, 1993 ; 
Kieliszewski et Lamport, 1994 ; Sommer-Knudsen et al., 1998). L’induction de gènes codant 
pour des PRP a été rapportée dans différents processus développementaux. Par exemple, des 
protéines de la famille des PRP sont induites chez le soja durant le développement de 
l’hypocotyle et de l’enveloppe de la graine (Wyatt et al., 1992), chez Arabidopsis thaliana 
lors du développement des poils absorbants (Bernhardt et Tierney, 2000) et chez le maïs lors 
de la formation de la paroi secondaire des organes vasculaires (Vignols et al., 1999). 
L’expression des PRP est également régulée lors de stress d’origine biotique tel que par des 
éliciteurs fongiques (Sheng et al., 1991 ; Bradley et al., 1992) ou lors de stress 
environnementaux tels que la blessure (Sheng et al., 1991 ; Vignols et al., 1999), le stress 
hydrique (Battaglia et al., 2007) ou osmotique (Marshall et al., 1999). L’accumulation des 
PRP pendant ces processus a été associée à un rôle possible comme protéine structurale dans 
la matrice extracellulaire afin d’apporter une résistance mécanique à la paroi. En effet, les 
PRP, comme les extensines, sont probablement insolubilisées dans la matrice par la formation 
de liaisons fortes intra- et intermoléculaires catalysées par des peroxydases en présence de 
peroxyde d’hydrogène (Bradley et al., 1992). 
Il a été suggéré que l’induction des gènes codant pour des PRP lors de la nodulation 
reflète les importantes modifications pariétales intervenant lors du processus (Wilson et al., 
1994 ; Sherrier et al., 2005). Cependant, à ce jour, aucun rôle n’a pu être démontré pour ces 
protéines. Néanmoins, ces PRP pourraient, de la même manière que les PRP impliqués dans 
les processus développementaux ou de stress, participer au renforcement de la paroi et/ou de 
la matrice extracellulaire. Ce renforcement pourrait être favorisé par la formation de liaisons 
fortes au niveau des résidus tyrosines fréquemment présents dans les motifs riches en proline 
(voir MtPRP4, PsENOD2 et MsENOD10 dans le Tableau 1.2) et potentiellement impliqués 
dans des liaisons intra- et intermoléculaires (Kieliszewski et Lamport, 1994). A l’inverse, des 
PRP, telles que les protéines MtENOD11 et MtENOD12, ayant relativement peu de résidus 
tyrosines dans les répétitions riches en proline, pourraient conférer une plus faible résistance à 
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la paroi (Pichon et al., 1992 ; Journet et al., 2001). Etant donné que les gènes MtENOD11 et 
MtENOD12 ont un profil d’expression associé à la fois aux étapes de pré-infection et 
d’infection, il a été suggéré que les protéines correspondantes pourraient intervenir soit dans 
la plasticité de la paroi des poils absorbants, soit dans celle du cordon d’infection, favorisant 
ainsi l’infection par les bactéries (Journet et al., 2001). 
1.5-Le couple symbiotique modèle Medicago truncatula / Sinorhizobium meliloti 
Les nombreuses études menées sur la symbiose fixatrice d’azote ont favorisé 
l’émergence de deux légumineuses modèles majeures de la sous-famille des Papilionoideae : 
Lotus japonicus et Medicago truncatula, qui interagissent respectivement avec 
Mesorhizobium loti et Sinorhizobium meliloti, bactéries dont le génome a été entièrement 
séquencé (Kaneko et al., 2000 ; Galibert et al., 2001). L. japonicus et M. truncatula ont été 
choisis en raison de leur petit génome (450Mb/1C et 500MB/1C, respectivement), leur 
diploïdie (2n=12 lotier et 2n=16 Medicago), leur efficacité de transformation, et aussi car elle 
sont autogames et ont un temps de génération court (3 – 4 mois) (Cook et al., 1995 ; 
Stougaard, 2001 ; Ané et al., 2008). L’utilisation de ces deux légumineuses modèles permet 
de comparer le développement des nodules déterminés et indéterminés (voir chapitre I, 
section 1.3). Cela permet également la comparaison de la symbiose fixatrice d’azote avec 
l’association symbiotique endomycorhizienne. En effet, ces deux légumineuses sont toutes 
deux d’excellentes plantes hôtes pour les champignons endomycorhiziens à arbuscules du 
groupe des Gloméromycètes. Dans cette symbiose, les hyphes de champignons pénètrent 
jusqu’à l’intérieur des cellules du cortex interne de la racine où ils forment des arbuscules, 
surfaces d’échanges entre la plante et le champignon. Plus de 80% des espèces végétales 
terrestres forment ce type de symbiose qui leur permet d’améliorer l’acquisition en eau et 
nutriments, notamment en phosphate (Reinhardt, 2007). 
L’utilisation de L. japonicus et de M. truncatula comme légumineuses modèles a permis 
l’émergence et le développement d’outils de génomique et de génétique (Young et al., 2005). 
Comme mon travail de thèse a été réalisé sur M. truncatula, seuls les outils développés chez 
cette plante sont présentés ici. 
M. truncatula, originaire du bassin méditerranéen, se trouve dans une grande variété 
d'habitats, ce qui explique son polymorphisme génétique élevé. Ainsi, des cartes génétiques 
ont pu être réalisées basées sur le polymorphisme entre la lignée A17 et la lignée A20, ou 
encore entre la lignée A17 et la lignée DZA315.16 (Thoquet et al., 2002 ; Choi et al., 2004). 
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De plus, un projet international visant à séquencer les zones riches en gènes a été initié en 
2002, et en janvier 2007, 189Mpb étaient séquencés ce qui représente environ 40% du 
génome entier de M. truncatula, soit environ 60% des régions euchromatiques (Sato et al., 
2007). Les EST (Expressed Sequence Tags) fournissent des informations cruciales pour 
l’annotation du génome, sur la structure, le profil d’expression des gènes, l’épissage alternatif 
ainsi que l’abondance des transcrits. Ces informations sont regroupées au sein de plusieurs 
banques d’EST (Journet et al., 2002 ; Lamblin et al., 2003 ; Lee et al., 2005) et ont permis la 
génération de puces à ADN (El Yahyhaoui et al., 2004 ; Lohar et al., 2006) ou de puces 
Affymetrix (Mitra et al., 2004). Il existe également de nombreuses collections de mutants de 
M. truncatula favorisant les analyses de génétique directe (basées sur les phénotypes) et qui 
ont été générées soit par mutagenèse chimique à l’EMS (éthyle méthane sulfonate) (Penmetsa 
et Cook, 2000), soit par mutagenèse physique, par les rayons γ (Sagan et al., 1995, 1998) ou 
par neutrons rapides (Starker et al., 2006), soit par mutagenèse insertionnelle à l'aide du rétro-
transposon du tabac Tnt1 (D’Erfurth et al., 2003 ; Tadege et al., 2008 ; Benlloch et al., 2006). 
Ces collections de mutants ont été aussi utilisées pour des approches de génétique inverse 
permettant l’identification de mutants dans un gène d’intérêt. Pour cela, plusieurs méthodes 
sont disponibles, telles que le séquençage des bordures de rétro-transposon, le criblage par 
PCR des mutants générées par neutrons rapides ou encore l’utilisation du TILLING 
(Targeting-Induced Local Lesions in Genomes; pour revue voir Henikoff et al., 2004) pour les 
plantes mutées à l’EMS (Tadege et al., 2005). De manière complémentaire, les approches de 
RNAi (pour RNA interference) permettent de diminuer le taux transcrits d’un gène cible dans 
des racines transgéniques de M.truncatula (Limpens et al., 2003, 2004 ; Gonzalez-Rizzo et 
al., 2006 ; Combier et al., 2006, 2007). Ces études ont été facilitées par l’existence de 
techniques de transformation stable de M. truncatula (Chabaud et al., 1996, 2003 ; Boisson-
Dernier et al., 2001), notamment par Agrobacterium rhizogenes qui permet de générer en un 
mois environ des racines transgéniques. Outre les études de nodulation, ces racines 
transgéniques ont permis d’étudier le rôle de gènes au cours de la mycorrhyzation ou 
d’interactions pathogènes (par exemple avec des nématodes, Boisson-Dernier et al., 2005 ou 
la bactérie Ralstonia solanacearum, Vailleau et al., 2007).  
2-Les gènes nécessaires au processus symbiotique chez la plante hôte 
La mise en place de M. truncatula et L. japonicus comme légumineuses modèles et le 
développement des outils de génomique et de génétique cités ci-dessus ont largement accéléré 
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la découverte de composants moléculaires impliqués dans le processus de nodulation (pour 
revue voir Jones et al., 2007 ; Frugier et al., 2008 ; Oldroyd et Downie, 2008).  
En particulier, des cribles de mutants bloqués dans les processus d’infection et de 
nodulation ont été réalisés afin d’identifier les gènes nécessaires à l’établissement de la 
symbiose rhizobienne. Parmi les mutants ainsi identifiés, certains se sont avérés être bloqués 
dans les étapes précoces de perception et transduction des FNods. Ces mutants ont été ensuite 
caractérisés en détail par l’évaluation de réponses précoces connues pour être induites par les 
FNods chez la plante sauvage telles que les influx calciques, les oscillations calciques, les 
déformations de poils absorbants, les divisions cellulaires corticales et l’activation des gènes 
de nodulines (voir tableau 1.3). Ainsi, des gènes de nodulines spécifiques tels que MtRip1 et 
MtENOD11 ont largement été utilisés comme gènes marqueurs de la réponse aux FNods au 
niveau de l’épiderme racinaire (Catoira et al., 2000 , 2001; Oldroyd et al., 2001 ; Ben Amor et 
al., 2003 ; Charron et al., 2004 ; Marsh et al., 2007 ; Middleton et al., 2007). De plus une 
analyse transcriptomique réalisée chez la plante sauvage et certains mutants a permis 
d’identifier 46 gènes différentiellement exprimés lors de l’étape de pré-infection (24 hpi avec 
S. meliloti ou 24h de traitement avec des FNods purifiés) (Mitra et al., 2004a). 
2.1-Les gènes impliqués dans la voie de signalisation aux FNods  
Des mutants complètement bloqués dans les réponses aux FNods ont été identifiés chez 
différentes légumineuses : nfr1 et nfr5 (nfr pour nod factor receptor) chez L. japonicus 
(Madsen et al, 2003 ; Radutoiu et al, 2003), sym10 chez le pois (Madsen et al., 2003) et nfp 
(pour nod factor perception) chez M. truncatula (Ben Amor et al., 2003). Chez ces mutants, 
l’application de FNods n’entraîne ni d’influx calcique, ni de déformation de poils absorbants, 
ni d’oscillation de la concentration en calcium, ni d’expression de gènes de nodulines 
(Radutoiu et al., 2003 ; Ben Amor et al., 2003). Les gènes correspondant à ces mutations 
codent pour des récepteurs kinases à domaines extracellulaires LysM (LysM-RLK) (Radutoiu 
et al., 2003 ; Madsen et al., 2003 ; Arrighi et al., 2006). Le gène MtNFP, comme ses 
orthologues, PsSYM10 et LjNFR5, code pour un récepteur kinase qui contient 3 domaines 
extracellulaires LysM et qui est dépourvu de boucle d’activation responsable de l’activation 
du domaine kinase de la protéine (Arrighi et al., 2006 ; Madsen et al., 2003). Il a été proposé 
que l’activation de ce type de récepteur pourrait nécessiter l’interaction avec d’autres 
partenaires protéiques, tels que d’autres récepteur kinases à domaines LysM comme les autres 
protéines LYK (pour LysM domain–containing receptor-like kinases) identifiées chez M. 
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truncatula (Arrighi et al., 2006 ; Madsen et al., 2003 ; Limpens et al., 2003 ; Smit et al., 
2007). Cependant le mode d’activation de la protéine NFP reste à déterminer. Les domaines 
LysM sont des modules initialement identifiés dans des enzymes bactériennes de dégradation 
de peptidoglycanes pariétaux, comme la lysine (Streptococcus faecalis) et la muramidase 
(Enterococcus hirae) et ont été décrits pour être des sites d’interaction avec des peptido-
glycanes (Joris et al., 1992). Des études récentes réalisées chez le riz, A. thaliana et la 
fougère, ont montré que des protéines contenant des domaines LysM extracellulaires sont 
impliquées dans la signalisation induite par des oligomères de chitine produits par les 
champignons phytopathogènes (Kaku et al., 2006 ; Miya et al., 2007 ; Wan et al., 2008 ; 
Onaga et Taira, 2008). La présence de domaines LysM sur les récepteurs putatifs aux FNods 
suggère qu'ils peuvent intervenir directement dans la liaison avec les FNods dont le squelette 
est constitué de N-acétyl-D-glucosamine, comme la chitine. De plus, l’étude des domaines 
LysM de la protéine NFR5 chez le lotier apportent des arguments en faveur de l’implication 
de ces domaines dans la reconnaissance des FNods. En effet, la souche DZL de R. 
leguminosarum bv. Viciae est capable de noduler L. japonicus mais pas Lotus filicaulis et il a 
été montré que cette différence de réponse est principalement causée par un changement 
d’acide aminé (résidue 118) dans le second module LysM entre les protéines LjNFR5 et 
LfNFR5 (Radutoiu et al., 2007). Bien que ces récepteurs LysM-RLK semblent être de bons 
candidats pour la perception des FNods, l’interaction directe entre ces récepteurs et les FNods 
reste à démontrer. Par ailleurs, des approches biochimiques ont permis l’identification de trois 
sites de liaisons aux FNods chez M. truncatula nommés NFBS1, NFBS2 et NFBS3 (pour nod 
factor binding site), qui ont des affinités diverses pour les FNods mais qui ne sont pas 
discriminants pour le groupement sulfate (Bono et al., 1995 ; Niebel et al., 1997 ; Gressent et 
al., 1999, 2002 ; Goedarht et al., 2000 ; Hogg et al., 2006). De manière intéressante, la 
présence de l’activité de liaison de NFBS3 avec les FNods est dépendante des gènes DMI1 et 
DMI2 qui sont requis pour les étapes symbiotiques précoces (voir paragraphe suivant), 
suggérant que NFBS3 pourrait être impliqué dans la perception de signaux symbiotiques 
(Hogg et al., 2006). 
Chez les mutants dmi1, dmi2 et dmi3 (pour doesn’t make infections) de M. truncatula, 
les FNods induisent les influx calciques, mais pas les branchements de poils absorbants, ni 
l’expression des gènes de nodulines précoces, ce qui place l’action des gènes correspondant 
en aval de MtNFP (Catoira et al., 2000 ; Shaw et Long, 2003). Cependant, au contraire des 
mutants dmi1 et dmi2, le mutant dmi3 montre des oscillations calciques en réponse aux 
FNods, suggérant que les gènes MtDMI1 et MtDMI2 agissent en amont des oscillations 
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calciques et de MtDMI3 (Wais et al., 2000). De plus, il a été montré que le mastoparan, un 
activateur de protéine G hétéromérique, est capable d’induire le transgène pMtENOD11-GUS 
chez les mutants dmi1 et dmi2 mais pas chez dmi3, confirmant ainsi l’action du gène MtDMI3 
en aval des gènes MtDMI1 et MtDMI2 (Charron et al., 2004). Enfin, ces trois mutants sont 
incapables d’établir une association symbiotique avec les champignons endomycorhiziens, 
suggérant l’existence d’une voie commune de signalisation entre les deux symbioses 
également décrites chez d’autres légumineuses telles que le pois et le lotier (pour revue voir 
Kistner et Parniske, 2002). 
Le gène MtDMI1 (orthologue aux gènes CASTOR et POLLUX de L. japonicus) code 
pour une protéine ayant des homologies avec un canal potassique procaryote 
(Methanobacterium thermoautotrophicum) et la protéine a été localisée au niveau de 
l’enveloppe nucléaire des cellules de la racine (Ané et al., 2004 ; Imaizumi-Anraku et al., 
2005 ; Riely et al. 2007). Des travaux récents menés chez la levure ont montré que la protéine 
MtDMI1 est capable de réduire la libération de calcium dans le cytoplasme induite par 
l’addition de galactose (Peiter et al., 2007). De ces expériences, les auteurs ont émis 
l’hypothèse que MtDMI1 pourrait agir dans la signalisation symbiotique en régulant l’activité 
de canaux calciques à la suite de la perception FNods (Peiter et al., 2007).  
Le gène MtDMI2 (orthologue au gène NORK de M. sativa et SYMRK de L.japonicus) 
code pour un récepteur kinase à domaines extracellulaires riches en répétitions leucine (LRR-
RLK) (Stracke et al., 2002 ; Endre et al., 2002). De manière intéressante, ce gène a été 
également isolé chez Casuarina glauca, chez qui, il est essentiel à la fois pour la symbiose 
endomycorhizienne et la symbiose fixatrice d’azote actinorhizienne (lors de l’interaction avec 
l’actinobactérie du genre Frankia) (Gherbi et al., 2008). De plus, l’expression du gène 
CgSYMRK de C. glauca chez le mutant nul LjsymRK-10 de L. japonicus restaure à la fois 
l’interaction endomycorhizienne et celle avec M. loti, suggérant que ce récepteur est 
fortement conservé dans sa fonction pour les symbioses mais qu’il n’est pas essentiel pour la 
reconnaissance spécifique des partenaires symbiotiques (Gherbi et al., 2008). A ce jour aucun 
rôle précis n’a été déterminé pour ce récepteur, cependant plusieurs hypothèses ont été émises 
à la suite de l’identification de la protéine MtHMGR1, enzyme clé de la voie de biosynthèse 
des mévalonates qui interagit avec le domaine kinase de MtDMI2 (Kevei et al., 2007). Les 
auteurs ont suggéré plusieurs rôle pour MtDMI2 en se basant sur les produits issus de la voie 
des mévalonates, tels que les cytokinines ou les groupements farnésyl (Kevei et al., 2007). 
Ainsi, MtDMI2 pourrait, par exemple, être impliqué dans l’organogenèse nodulaire par le 
biais des cytokinines ou encore dans la transduction du signal par le biais de protéines avec 
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des groupements post-traductionnels de type farnésyl (Kevei et al., 2007). Enfin, il a 
récemment été proposé que DMI2/SYMRK serait impliqué dans la perception mécanique 
(champignon ou bactérie) et qu’il serait requis pour contrecarrer les réponses défensive de la 
plante permettant ainsi la pénétration des microsymbiotes (Holsters, 2008).  
Le gène MtDMI3 (orthologue du gène CCaMK chez L. japonicus) code pour une 
protéine kinase dépendante du calcium et de la calmoduline et a été localisée dans le noyau 
des poils absorbants (Lévy et al., 2004 ; Mitra et al., 2004 ; Kaló et al., 2005 ; Smit et al., 
2005 ; Tirichine et al., 2006). Le rôle de MtDMI3 dans la voie de signalisation FNods pourrait 
être de percevoir les oscillations calciques induites par les FNods et de transduire le signal en 
phosphorylant des protéines cibles en aval, telles que des facteurs de transcription (Lévy et al. 
2004 ; Oldroyd et Downie 2004 ; Smit et al. 2005). Des travaux chez les deux légumineuses 
modèles ont montré que cette protéine semble jouer un rôle essentiel dans la formation des 
nodules. En effet, chez le mutant snf1-2 de L. japonicus, un changement d’acide aminé dans 
un site d’autophosphorylation de la protéine CCaMK conduit à la formation spontanée de 
nodules, même en absence de FNods et de bactéries (Tirichine et al., 2006). De manière 
parallèle, l’expression d’une version tronquée de la protéine MtDMI3, supprimant le site 
d’autoinhibition (CCaMK auto-active), conduit en absence de rhizobia et de FNods à la 
formation de nodules ainsi qu’à l’induction du transgène pMtENOD11-GUS (Gleason et al., 
2006). L’expression transgénique de la CCaMK auto-active a été utile pour déterminer l’ordre 
d’action des protéines impliquées dans la voie précoce de signalisation aux FNods par rapport 
à la CCaMK (Gleason et al., 2006). Ainsi, les composants de la voie de signalisation prédits 
comme agissant en amont de la CCaMK forment spontanément des nodules, quand la 
CCaMK auto-active est exprimée, au contraire des composants agissant en aval de la 
CCaMK. Par ailleurs, il a été proposé par Tirichine et al. (2006) que la protéine 
CCaMK/MtDMI3 pourrait agir au sein d’une association protéique multimérique. En accord 
avec cette hypothèse, la protéine IPD3 de M. truncatula (pour interacting protein of DMI3) a 
été récemment identifié par criblage double hybride pour son interaction avec la protéine 
DMI3 (association hétéromérique) (Messinese et al., 2007). Les auteurs ont également montré 
une association homomérique de DMI3 dans des feuilles de Nicotiana benthamiana 
(Messinese et al., 2007). La réduction du taux de transcrits du gène IPD3 par RNAi ne semble 
pas avoir d’effet sur la nodulation, suggérant que la protéine IPD3 a un rôle accessoire dans la 
nodulation ou qu’un faible taux de transcrits est suffisant pour assurer un phénotype de 
nodulation sauvage (Messinese et al., 2007). 
Figure 1.9: Défauts de l’initiation et de la maintenance des cordons d’infection chez bit1
A – D : Infection par S. meliloti portant la fusion hemA::LacZ d’une plante sauvage (A) et du mutant bit1
(B-D) . Les bactéries sont colorées en bleu. 
A : Cordon d’infection d’une racine sauvage (5 jpi) progressant du  poil absorbant vers le cortex et 
commençant à se ramifier 
B : Chez bit1, les bactéries ne parviennent pas, le plus souvent, à pénétrer dans les poils absorbants (7 jpi) et 
restent bloquées dans la courbure du poil.
C : Chez bit1, des cordons d’infection sont parfois initiés mais ils se ramifient souvent dans les poils 
(cordons d’infection branchés).
D : Après 3 semaines d’inoculation, quelques divisions corticales sont visibles et des cordons d’infection 
sont parvenus à pénétrer des cellules du cortex externe (flèche).
Barres A, B et C = 20µm; D = 100µm
A B C D
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Décrits uniquement chez le lotier, les mutants nup85 et nup133 sont déficients dans 
l’induction des oscillations calciques par les FNods (Kanamori et al., 2006 ; Saito et al., 
2007). Cependant, bien que globalement déficients dans la nodulation par M. loti, des cordons 
d’infection sont initiés, à une fréquence toutefois plus faible que chez les plantes sauvages 
(Kanamori et al., 2006 ; Saito et al., 2007). De plus, ces mutants sont également déficients 
dans association mycorhizienne à arbuscules avec Glomus intraradices, suggérant que les 
gènes NUP85 et NUP133 font partis de la voie commune de signalisation entre la symbiose 
rhizobienne et la symbiose endomycorhizienne (Kistner et al., 2005 ; Kanamori et al., 2006 ; 
Saito et al., 2007). Les gènes NUP85 et NUP133 codent pour des nuléoporines, et pourraient 
faire partie d’un complexe protéique comme cela a été décrit chez les vertébrés (Kanamori et 
al., 2006 ; Saito et al., 2007). 
Chez les mutants nsp1 et nsp2 de M. truncatula, les FNods induisent les oscillations 
calciques, ainsi que l’expression réduite de MtENOD11 et MtRip1 et des branchements 
partiels des poils absorbants (Catoira et al., 2000 ; Oldroyd et Long, 2003). En raison de leur 
phénotype les gènes MtNSP1 et MtNSP2 ont été placé en aval des gènes MtNFP, MtDMI1, 
MtDMI2 et MtDMI3. Par ailleurs, l’activation de pMtENOD11-GUS par la CCaMK auto-
active est totalement bloquée chez Mtnsp2 et partiellement bloqué chez Mtnsp1, confirmant 
que les gènes MtNSP1 et MtNSP2 agissent en aval de MtDMI3 (Gleason et al., 2006). Chez le 
lotier, les mutants Ljnsp1 et Ljnsp2 ont des phénotypes similaires aux mutants nsp1 et nsp2 
identifiés chez M. truncatula (Heckmann et al., 2006, Murakami et al., 2006). Les gènes 
NSP1 et NSP2, qui codent pour des facteurs de transcription de type GRAS, ont été clonés 
chez les deux légumineuses modèles, et pourraient être des cibles de la protéine 
LjCCaMK/MtDMI3 (Kaló et al., 2005 ; Smit et al., 2005 ; Heckmann et al., 2006 ; Murakami 
et al., 2006). 
Chez M. truncatula, le mutant bit1 (pour branched infection threads) est caractérisé par 
des cordons d’infection ramifiés et arrêtés dans les poils absorbants ainsi que par de rares 
divisions cellulaires corticales (Figure 1.9) (Middleton et al., 2007). Par ailleurs, l’expression 
de la CCaMK auto-active chez bit1 n’induit pas la formation de nodule, indiquant que BIT1 
agit en aval de MtDMI3 pour l’organogenèse nodulaire. Enfin, ce mutant est partiellement 
défectueux dans l’induction des gènes de nodulines en réponse aux FNods. En effet, des 
données de transcriptomique montrent que chez bit1 seulement 17 gènes sont 
différentiellement exprimés après 24h d’inoculation par S. meliloti au lieu des 46 gènes 
identifiés chez la plante sauvage par Mitra et al. (2004) (Middleton et al., 2007). Le gène 
muté chez bit1 est un facteur de transcription à domaine ERF/AP2 appelé ERN (ERF required 
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for nodulation) (Middleton et al., 2007). Les auteurs ont proposé que la protéine ERN puisse 
être impliquée dans les processus activés par les signaux bactériens tels que l’induction de 
gène de nodulines, le développement du cordon d’infection et l’induction du méristème 
nodulaire (Middleton et al., 2007). De plus, dans les racines de bit1 l’expression du transgène 
pMtENOD11-GUS n’est pas induite par l’application de FNods, indiquant que la protéine 
ERN interviendrait aussi dans la voie de signalisation FNods conduisant à l’induction du gène 
MtENOD11 dans l’épiderme racinaire. De manière parallèle, le gène ERN, renommé par la 
suite ERN1, a également été identifié parmi trois facteurs de transcription à domaine 
ERF/AP2 (ERN1, ERN2 et ERN3) capables de se lier spécifiquement à une unité de réponse 
aux FNods (NF-box) caractérisée dans le promoteur du gène MtENOD11, confirmant une 
implication directe d’ERN1 dans l’activation de MtENOD11 par les FNods (Andriankaja et 
al., 2007). Des expériences d’expression transitoire chez N. benthamiana ont montré que les 
protéines ERN1 et ERN2 ont un rôle activateur sur le gène rapporteur GUS sous contrôle de la 
NF-box tandis que la protéine ERN3 réprime l’activation du gène rapporteur par les protéines 
ERN1/ERN2 (Andriankaja et al., 2007). De ces résultats, les auteurs ont proposé un modèle 
dans lequel les trois protéines ERN réguleraient finement l’expression de MtENOD11 en 
réponse aux FNods (Andriankaja et al., 2007). 
L’étude des réponses induites par les FNods (en particulier les oscillations calciques et 
l’induction de gène de noduline) chez ces différents mutants a permis non seulement 
d’identifier les gènes impliqués dans la voie de signalisation FNods mais également de placer 
ces gènes les uns par rapport aux autres (Figure 1.10). Par ailleurs les expériences réalisées 
avec la protéine CCaMK auto-active indiquent que certains de ces gènes sont également 
requis pour l’activation des divisions cellulaires corticales (Figure 1.10 et voir chapitre I, 
section 2.2.1). 
2.2-Les gènes impliqués dans l’infection et le développement nodulaire 
 Un nombre croissant de gènes impliqués dans les processus d’infection et de nodulation 
ont déjà été identifiés par des cribles de mutants déficients dans l’interaction symbiotique. 
Concernant les gènes nécessaires aux étapes les plus précoces de l’interaction telles que la 
signalisation FNods et dont les mutants sont totalement déficients dans les étapes d’infection 
et d’organogenèse nodulaire, l'implication directe de certains d'entre eux dans le processus 
infectieux a été mise en évidence récemment par des approches RNAi, des expériences de 
Figure 1.11: Importance des protéines MtNFP et MtDMI3 dans la formation des cordons d’infection
A – D : Images en microscopie confocale de poils absorbants infectés par des bactéries S. meliloti exprimant 
la protéine fluorescente GFP
A et B : Racines de génotype sauvage transformées avec (A) le vecteur vide (contrôle positif) ou (B) le 
vecteur RNAi-MtNFP (d’après Arrighi et al., 2006) Barres = 10µm
A : Cordon d’infection d’aspect tubulaire normal 
B : Cordon d’infection abortif hypertrophié présentant des renflements en forme de sac
C et D: Racines du mutant dmi3-1 transformées avec (C) le gène MtDMI3 (contrôl positif) ou (D) le gène 
CCaMK du riz (D’après Godfroy et al., 2006) Barres = 20µm
C : Cordon d’infection d’aspect tubulaire normal 
D : Cordon d’infection abortif présentant plusieurs renflements
A B C D
Figure 1.12: Phénotype d’infection du mutant hcl-4 (d’après Smit et al., 2007)
A et B: Images en microscopie confocale de poils absorbants infectés par des bactéries S. meliloti exprimant 
la protéine fluorescente GFP. Les astérisques représentent les micro-colonies bactériennes. Barres = 10µm
A : Poil absorbant infecté d’une plante sauvage. La flèche montre un cordon d’infection d’aspect tubulaire 
normal 
B : Poil absorbant infecté du mutant hcl-4 . La flèche montre un cordon d’infection abortif hypertrophié
présentant des renflements en forme de sac (tête de flèche). 
B
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complémentation de mutants avec des gènes mutés ou hétérologues, ou encore l’analyse 
d’allèles mutants dits « faibles ».  
2.2.1-Les gènes nécessaires à l’initiation de l’infection et à l’organogenèse nodulaire 
Des expériences visant à réduire le taux de transcrits MtNFP par RNAi dans des racines 
transgéniques de M. truncatula ont été réalisées et l’inoculation de ces racines par S. meliloti a 
conduit à la formation de rares cordons d’infection anormaux (Arrighi et al., 2006). Ces 
cordons sont arrêtés dans les poils absorbants et forment des structures en forme de sac, 
suggérant que le gène MtNFP, en plus de son implication dans la voie de signalisation aux 
FNods, est également essentiel à la formation des cordons d’infection (Figure 1.11 A et B) 
(Arrighi et al., 2006). L’implication du gène MtDMI3 dans le processus d’infection a été 
suggérée à la suite de travaux de complémentation du mutant dmi3 de M. truncatula. En effet, 
la complémentation de dmi3 par la CCaMK auto-active ou la CCaMK de riz (orthlogue au 
gène MtDMI3), restaure à la fois l’activation du transgène pMtENOD11-GUS et la nodulation 
(Gleason et al., 2006 ; Godfroy et al., 2006). Cependant, ces constructions ne complémentent 
pas (CCaMK auto-active) ou peu (CCaMK de riz) le mutant dmi3 pour le phénotype 
d’infection (Figure 1.11 C et D), suggérant qu’une version native et fonctionnelle de la 
protéine MtDMI3 est nécessaire pour l’initiation et le maintien de l’infection (Godfroy et al., 
2006 ; Gleason et al., 2006). 
Le mutant hcl (pour hair curling), identifié chez M. truncatula, présente un blocage 
précoce de l’infection. Lors de l’infection avec S. meliloti, les poils de hcl semblent 
incapables de se courber normalement autour d’une micro-colonie bactérienne (absence de 
courbure ou courbure continue) et aucun cordon d’infection n’est initié (Catoira et al., 2001). 
Récemment, un nouvel allèle de ce mutant, hcl-4, a été identifié chez lequel des cordons 
d’infection sont visibles mais anormaux, puisqu’ils forment des structures en forme de sac 
(Figure 1.12) (Smit et al., 2007). Le gène muté chez hcl correspond au gène LYK3 (orthologue 
au gène LjNFR1) qui code pour un récepteur kinase à 2 domaines extracellulaires LysM (Smit 
et al., 2007 ; Limpens et al., 2003). Les expériences réalisées avec des mutants nodFE ou 
nodL de S. meliloti sur des racines transgéniques RNAi-LYK3 ou sur les plantes mutantes hcl-
4, indiquent que LYK3 pourrait être impliqué directement ou indirectement dans la 
reconnaissance des FNods pendant l’infection (Limpens et al., 2003 ; Smit et al., 2007). Les 
auteurs ont donc suggéré que LYK3 pourrait agir comme le récepteur « d’entrée » dans le 
modèle à deux récepteurs proposé par Ardourel et al., (1994) pour la perception des FNods, 
Figure 1.13: Phénotype symbiotique du mutant nin de M. truncatula (d’après Marsh et al., 2007)
Racines (A) d’une plante sauvage et (B et C) du mutant nin inoculées par S. meliloti portant la fusion 
hemA::LacZ. Les bactéries sont colorées en bleu.
A : Formation d’une crosse de berger autour d’une micro-colonie bactérienne chez une plante sauvage.
B : Poils absorbants présentant des déformations excessives (flèches), phénotype caractéristique du mutant 
nin
C : Un poil absorbant du mutant nin présentant une courbure autour d’une micro-colonie bactérienne 
permettant d’initier une infection limitée.
Barres A et B = 40µm, barre C = 20µm
A B C
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tandis que MtNFP agirait comme récepteur de « signalisation ». Par ailleurs, le gène LYK3 ne 
semble pas directement impliqué dans la voie de signalisation précoce des FNods. En effet, le 
mutant hcl n’est pas déficient dans l’induction du transgène pMtENOD11-GUS au niveau de 
l’épiderme racinaire (Catoira et al., 2001). De plus, des données de transcriptomiques 
réalisées chez hcl ont montré qu’environ la moitié des gènes (25 sur 46) sont 
différentiellement exprimés après 24h d’inoculation par S. meliloti, suggérant que LYK3 agit 
soit en aval de la voie précoce de signalisation FNods définie par les gènes NFP/DMI/NSP, 
soit dans une voie de signalisation parallèle (Mitra et al., 2004). En outre, l’expression de la 
CCaMK auto-active chez hcl conduit à la formation de nodules spontanés, indiquant que 
LYK3 agit soit en amont de la CCaMK soit dans une voie de signalisation parallèle (Marsh et 
al., 2007). Etant donné que le transgène pMtENOD11-GUS est induit par les FNods chez hcl 
et que cette expression dépend de la CCaMK, il est peu probable que le gène LYK3 agisse en 
amont de la CCaMK. Il semblerait donc que LYK3 agit dans une voie de signalisation 
parallèle, ce qui est cohérent avec le phénotype d’hcl et avec le rôle putatif de LYK3 comme 
récepteur « d’entrée » (Marsh et al., 2007). 
Le mutant nin (pour nodule inception), identifié chez L. japonicus, P. sativum et M. 
truncatula est caractérisé, lors de l’inoculation avec le partenaire bactérien compatible, par un 
recourbement excessif des poils absorbants et une initiation de cordon d’infection déficiente, 
ainsi que par l’absence de division cellulaire au niveau du cortex interne (Figure 1.13) 
(Schauser et al., 1999 ; Borisov et al., 2003 ; Marsh et al., 2007). Le gène NIN code pour une 
protéine qui possède six domaines fortement homologues entre les protéines NIN du pois, du 
lotier et de M. truncatula : les domaines I à III sont de fonction inconnue, les domaines IV à 
VI sont prédits pour contenir respectivement un domaine trans-membranaire, un domaine 
d’interaction à l’ADN et un domaine d’interaction protéine-protéine (Schauser et al., 1999 ; 
Borisov et al., 2003 ; Marsh et al., 2007). De manière intéressante, l’induction du gène NIN 
après 24h d’inoculation par S. meliloti est dépendante des gènes NFP, DMI1, DMI2, DMI3, 
NSP1 et NSP2, suggérant que ce gène agit en aval de la voie de signalisation précoce aux 
FNods. Par contre, le gène NIN n’est pas nécessaire pour l’activation précoce de la fusion 
pMtENOD1-GUS  par les FNods dans l’épiderme racinaire (Marsh et al., 2007). Cependant au 
delà de 24h, quand l’expression du transgène reste associée à une région spécifique de la 
racine dans des plantes sauvages, la zone de réponse du transgène est largement étendue chez 
le mutant nin (Marsh et al., 2007). De la même manière, la zone d’infection chez le mutant 
Ljnin, définie par la zone où les déformations de poils absorbants sont visibles, est 4 fois plus 
importante que chez des plantes sauvages (Schauser et al., 1999). Il a donc été proposé par 
Figure 1.14: Phénotype symbiotique de racines transgéniques RNAi-MtCRE1 chez M.truncatula et du 
mutant hit1 chez L. japonicus
A - C : Racines de génotype sauvage transformées avec (A) le vecteur RNAi-GUS (contrôle) ou (B et C) le 
vecteur RNAi-MtCRE1 et inoculées par S. meliloti portant la fusion hemA::LacZ. Les bactéries sont colorées 
en bleu.(d’après Gonzalez-Rizzo et al., 2006)
A : Cordon d’infection normal dans un poil absorbant pénétrant les cellules du cortex. Les têtes de flèches 
indiquent des divisions cellulaires corticales. 
B : Cordon d’infection abortif dont la progression est arrêtée dans l’épiderme racinaire.  Aucune division 
cellulaire corticale n’est visible. 
C :.Infection arrêtée dans un poil absorbant .
Barres = 25µm
D : Racines d’une plante sauvage et du mutant hit1 inoculées avec M. loti portant la fusion hemA::LacZ. Les 
bactéries sont colorées en bleu. Alors que la racine sauvage développe des nodules sphériques totalement 
colonisés par es bactéries, le mutant hit1 montre un phénotype d’hyper-infcetion mais ne développe pas de 
nodule. (d’après Murray et al., 2007)
D Sauvage
hit1
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Marsh et al. (2007) que NIN pourrait intervenir négativement dans la régulation quantitative 
et/ou spatiale de la nodulation. De plus, le gène NIN est essentiel pour l’organogenèse 
nodulaire. En effet, ni l’expression de la CCaMK auto-active chez Mtnin, ni l’expression chez 
Ljnin de snf-2, version mutante à activité constitutive du récepteur aux cytokinines LHK1 
(voir plus bas), ne conduit à la formation spontanée de nodule (Marsh et al., 2007 ; Tirichine 
et al., 2007). Le mutant nin est déficient dans l’initiation des cordons d’infection et dans les 
divisions cellulaires corticales, indiquant que le gène NIN semble à la fois impliqué 
positivement dans la pénétration des bactéries dans les poils absorbants et dans la formation 
du nodule (Marsh et al., 2007).  
La réduction de la perception et/ou de l’accumulation des cytokinines bloque la 
nodulation. Ainsi chez L. japonicus, la surexpression de gènes hétérologues codant pour des 
oxygénase/déshydrogénase de cytokinines impliqués dans la dégradation des cytokinines, 
réduit la nodulation (Lohar et al., 2004). De manière similaire, la réduction d’expression par 
RNAi (RNA interference) du gène MtCRE1 (cytokinin response 1) chez M. truncatula et une 
mutation perte de fonction du gène orthologue chez le lotier LHK1 (lotus histidine kinase 1) 
(allèle hit1 pour hyperinfected 1), conduisent à la formation de racines insensibles aux 
cytokinines et inhibent de façon drastique la nodulation (Gonzalez-Rizzo et al., 2006 ; Murray 
et al., 2007). En effet, chez ces plantes, les cordons d’infection sont initiés mais s’arrêtent 
dans le poil et aucune division cellulaire au niveau du cortex interne n’est visible (Figure 
1.14). Enfin, un mutant gain de fonction dans le même récepteur aux cytokinines LjLHK1 
développe des nodules de façon spontanée même en absence de Rhizobia et a ainsi été appelé 
snf2 pour spontaneous nodule formation (Tirichine et al., 2007). L’ensemble de ces données 
démontrent que la signalisation aux cytokinines est nécessaire et suffisante pour induire les 
divisions des cellules corticales et la formation de nodules. Par ailleurs, les cytokinines 
miment certains processus induits par les FNods, tels que les divisions des cellules corticales 
et l’induction de gènes de nodulines (par exemple, ENOD40 et NIN) (Cooper et Long, 1994 ; 
Fang et Hirsch, 1998 ; Murray et al., 2007 ; Tirichine et al., 2007). Le lien précis entre la voie 
de signalisation aux FNods et celle aux cytokinines reste à établir. Néanmoins, des 
croisements entre le mutant gain de fonction snf2 et des mutants de L. japonicus de la voie de 
signalisation aux FNods (Ljnfr1, Ljnfr5, Ljccamk et Ljnsp2) ou le mutant Ljnin révèlent que le 
récepteur LjLHK1 agit en aval de la perception des FNods et du gène LjCCaMK, mais en 
amont des gènes NIN et NSP2 (Tirichine et al., 2007). De manière similaire, la CCaMK auto-
active induit la formation spontanée de nodules et ce de façon dépendante des gènes NSP1, 
NSP2 et NIN (Tirichine et al., 2006, 2007 ; Gleason et al., 2006). Ces résultats suggèrent 
Figure 1.15 : Modèle présentant les gènes impliqués dans l’infection et/ ou la nodulation et leur 
participation aux voies de signalisation aux FNods et aux cytokinines (d’après Frugier et al., 2008)
La perception des facteurs Nods (FNods) par des récepteurs contenant des motifs lysine (LysM) induit une 
signalisation calcique détectée par une kinase dépendante du calcium et de la calmoduline (CCaMK). Cela 
conduit à une biosynthèse et/ou une activation localisée d’une voie de signalisation aux cytokinines par un 
mécanisme encore inconnu. La cytokinine produite au niveau de l’épiderme peut être transportée vers le 
cortex par diffusion passive ou par un transport sélectif de cellule à cellule. Alternativement, un messager 
intermédiaire (*) pourrait être transporté vers le cortex pour induire une nouvelle synthèse localisée de 
cytokinines (a). La perception des cytokinines par LHK1 ou par son orthologue MtCRE1, et la signalisation 
par des régulateurs répondant aux cytokinines (RRs) conduit à l’initiation de l’organogenèse nodulaire 
(divisions cellulaires). Ce processus requiert des facteurs de transcription tels que NSP1, NSP2 et ERN ainsi 
que des gènes agissant en aval tels que NIN et ENOD40. Dans l’épiderme, NIN est requis pour la formation 
de cordons d’infection mais régule aussi négativement la sensibilité racinaire aux signaux bactériens. De 
façon hypothétique, les cytokinines pourraient participer dans ce processus grâce à une signalisation passant 
par un ou des récepteurs histidine kinase inconnus (HKs). Dans ce scénario, les cytokinines contribueraient 
aussi, mais pas totalement, à la reprogrammation de l’expression génique par une possible régulation de 
l’activité et/ou la localisation de facteurs de transcription tels que NSP2, qui est connu pour être relocalisé de 
l’enveloppe nucléaire vers le noyau par la signalisation FNods. Chez le lotier, LHK1 n’est pas requis pour 
l’initiation et la progression des infections, mais participe à la régulation négative de la sensibilité racinaire 
(b). Chez M. truncatula, MtCRE1 est requis pour l’initiation des nodules et la progression des cordons 
d’infection, mais pas pour l’initiation de ceux-ci (c).
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cortex
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NSP1 
NSP2 
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Cytokinines
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*
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l’existence d’une voie de signalisation linéaire qui débute par la perception des FNods et 
passe par les gènes LjCCaMK et LjLHK1 (ou MtCRE1 chez M. truncatula) et qui conduit à 
l’organogenèse nodulaire (Frugier et al., 2008). Néanmoins, un modèle alternatif, dans lequel 
les voies séparées de signalisation aux FNods et aux cytokinines convergeraient au niveau du 
gène NSP2, a également été proposé (Oldroyd, 2007 ; Oldroyd et Downie, 2008).  
Ces gènes sont nécessaires aux processus d’infection et / ou de nodulation. Certains de 
ces gènes peuvent agir à différentes étapes de l’interaction symbiotique comme par exemple 
les gènes NFP et DMI3/CCAMK qui interviennent à la fois lors de la signalisation aux FNods 
et lors de l’infection (NFP et DMI3/CCaMK) ou de l’organogenèse nodulaire 
(DMI3/CCaMK). Par ailleurs, l’identification de ces gènes a permis de mettre en évidence des 
voies de signalisation telles que celle aux FNods et plus récemment celle aux cytokinines, 
même si à ce jour le placement des ces voies l’une par rapport à l’autre reste à déterminer 
(Figure 1.15) (Frugier et al., 2008 ; Oldroyd et Downie, 2008). 
D’autres gènes, de nature encore inconnue, ont été décrits pour être impliqués dans 
l’initiation de l’infection et / ou de l’organogenèse. Ainsi, chez M. truncatula, le mutant lin 
(pour lumpy infection) est déficient dans le processus d’initiation et de progression du cordon 
d’infection (Kuppusamy et al., 2004). En effet, la fréquence des événements d’infection chez 
lin est 4 fois plus faible que chez le sauvage. En outre, lorsque les cordons d’infection sont 
initiés, leur progression est très limitée et ils restent bloqués dans les poils absorbants (Figures 
1.16 A et B) (Kuppusamy et al., 2004). De plus, chez ce mutant, des divisions corticales sont 
visibles et forment des primordia nodulaires qui ne sont pas envahis par les bactéries et qui 
donc arrêtent de se développer (Figures 1.16 C et D) (Kuppusamy et al., 2004). Par ailleurs, 
l’induction de gènes MtRip1 et MtENOD40, utilisés comme gènes marqueurs de la réponse 
aux FNods, est normale chez lin, suggérant que le gène LIN agit en aval de la voie de 
signalisation précoce aux FNods (Kuppusamy et al., 2004). En revanche l’expression des 
gènes de nodulines MtENOD2 et MtENOD8, associée au développement des nodules chez les 
plantes sauvages, est abolie chez lin (Kuppusamy et al., 2004). A ce jour, l’identité du gène 
LIN, localisé sur la partie inférieur du groupe de liaison 1 (LG1), n’est pas connue. A partir de 
la caractérisation phénotypique de ce mutant, les auteurs ont suggéré que LIN jouerait un rôle 
important pour le maintien de la croissance du cordon d’infection et la différenciation des 
primordia nodulaires en nodules. 
De nombreux mutants altérés dans différentes étapes de l’infection ont également été 
décrits chez L. japonicus. Les mutants itd1, itd2, itd3, itd4 et Ljsym6/Ljsym82 sont déficients 
dans l’initiation du cordon d’infection, puisque chez ces mutants les bactéries ne parviennent 
Figure 1.16: Phénotype symbiotique du mutant lin (d’après Kuppusamy et al., 2004)
A - D : Racines d’une plante sauvage (A et C) et du mutant lin (B et D) inoculées par S. meliloti portant la 
fusion hemA::LacZ. Les bactéries sont colorées en bleu.
A: Cordon d’infection (flèche) dans un poil absorbant qui pénètre dans les cellules corticales (1 jpi) 
B: Chez lin, l’infection (flèche) est arrêtée à l’intérieur du poil absorbant (1 jpi)
C: Cordon d’infection (flèche) qui se ramifie et  qui pénètre à l’intérieur du primordium nodulaire (np) en 
développement (3 jpi).
D: Cordon d’infection arrêté (flèche) au dessus du primordium nodulaire (np) (3 jpi).
Barres = 50µm
A B
C D
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pas à pénétrer dans les poils absorbants (Lombardo et al., 2006 ; Yano et al., 2006 ; Sandal et 
al., 2006). Chez les mutants Ljsym74 / alb1, Ljsym80 et Ljsym79 / crinkle les cordons 
d’infection sont initiés mais sont bloqués dans les poils absorbants ne peuvent pas progresser 
vers les tissus sous-épidermiques (Kawaguchi et al., 2002 ; Tansengco et al., 2003 ; Yano et 
al., 2006). Chez le pois, plusieurs mutants bloqués à différentes étapes du processus ont 
également été décrits (Tsyganov et al., 2002).  
2.2.2-Les gènes nécessaires à la libération des bactéries dans les cellules hôtes, le 
développement du nodule et la fixation d’azote 
Des mutants végétaux ont été identifiés pour être altérés plus tardivement dans le 
processus symbiotique, soit lors de la libération des bactéries dans les cellules du nodule, soit 
lors des étapes ultérieures de différenciation aboutissant à la fixation d’azote.  
Chez M. truncatula, le mutant nip / latd (pour numerous infection and polyphenolics / 
lateral root-organ defective) est caractérisé, après infection par S. meliloti, par la formation de 
nombreux primordia nodulaires blancs et non-fixateurs d’azote (Veereshlingam et al., 2004 ; 
Bright et al., 2005). Chez ces deux mutants alléliques, les cordons d’infection se ramifient 
dans les primordia nodulaires, mais les bactéries sont très rarement libérées dans les cellules 
hôtes (Figure 1.17 A et B). Les primordia nodulaires montrent également une pigmentation 
marron due à l’accumulation de composés polyphénoliques, suggérant une forte induction de 
réponses de défense chez la plante hôte (Figure 1.17 C et D) (Veereshlingam et al., 2004).  
Les mutants Mtsym1 et sli forment, lors de l’inoculation avec S. meliloti, deux types de 
nodules : des nodules petits, blancs, ronds et non envahis par les bactéries et des nodules 
allongés et envahis mais non fixateurs d’azote (Benaben et al., 1995 ; Haynes et al., 2004 ; 
Pislariu et Dickstein, 2007). Enfin, chez M. truncatula, huit mutants dnf (pour defective in 
nitrogen fixation) ont été identifiés pour leur déficience dans la fixation d’azote plus ou moins 
sévère selon les mutants (Starker et al., 2006). Dans les nodules de ces mutants, les bactéries 
sont visibles dans les cellules hôtes autour d’une large vacuole, mais en général moins de 
cellules sont infectées par rapport aux nodules des plantes sauvages (Pislariu et Dickstein, 
2007). 
Chez le lotier, des mutants affectés à différentes étapes "tardives" ont été décrits. Le 
mutant alb1 est déficient dans la libération des bactéries qui se retrouvent donc localisées 
dans les espaces intercellulaires du nodule (Kawaguchi et al., 2002). Chez les mutants fen1 et 
A B
C D
Figure 1.17:  Phénotype symbiotique du mutant nip/latd et accumulation de composés phénoliques 
(d’après Veereshlingam et al., 2004)
A et B : Racines du mutant nip (A) et d’une plante sauvage (B) inoculées par S. meliloti portant la fusion 
hemA::LacZ. Les bactéries sont colorées en bleu.
A: Nodule du mutant nip de taille réduite et de forme arrondie avec des cordons d’infection dans sa zone 
centrale (15 jpi)
B: Nodule chez le génotype sauvage, de forme allongée
C et D: Racine du mutant nip (C) et d’une plante sauvage (D) inoculées avec S. meliloti (15 jpi) et colorées 
avec du permanganate de potassium et du bleu de méthylène. Les polyphénols apparaissent en bleu. 
C: Un nodule de nip montrant des précipités bleus, correspondant à l’accumulation de polyphénols.
D: Aucune coloration bleue n’est visible chez le nodule sauvage.
Barres = 0.2mm
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sen1 les bactéries sont correctement libérées dans les cellules hôtes mais ne permettent pas la 
fixation de l’azote (Kawaguchi et al., 2002 ; Suganuma et al., 2003). 
Les approches de génétique inverse ont également permis d’identifier des gènes 
impliqués soit dans la libération des bactéries dans les cellules hôtes, soit dans le 
développement du nodule. L’expression du gène MtDMI2, essentiel à la transduction du 
signal FNods, a été détectée au niveau de la zone de pré-infection de nodules matures 
(Bersoult et al., 2005 ; Limpens et al., 2005). Dans cette zone la protéine MtDMI2 est 
localisée au niveau de la membrane plasmique des cellules du nodule et des cordons 
d’infection (Limpens et al., 2005). Comme MtDMI2 est fortement exprimé dans la partie 
distale de la zone d’infection du nodule, Limpens et al. (2005) ont cherché à déterminer le 
rôle de ce gène à ce stade de la nodulation. Ils ont donc réalisé des expériences visant à 
réduire partiellement le taux de transcrits de MtDMI2, soit par l’expression de construction 
RNAi-DMI2 chez les plantes sauvages, soit par l’expression, chez le mutant dmi2, du gène 
MtDMI2 sous le contrôle d’un promoteur ayant une activité plus faible que celle du promoteur 
de MtDMI2 dans la zone de pré-infection. De manière globale, la réduction du taux de 
transcrits conduit à la formation de nodules non fixateurs, à une fréquence plus ou moins 
élevée selon le type d’expérience. Dans ces nodules, de larges cordons d’infection envahissent 
les cellules, mais les bactéries ne sont pas libérées, suggérant que MtDMI2 est essentiel pour 
la formation des symbiosomes (Limpens et al., 2005). De la même manière, lors de 
l’interaction Sesbania rostrata / Azorhizobium caulinodans, la réduction d’expression de 
SbSymRK conduit à la formation de nodules non fixateurs d’azote dans le cas des nodules 
formés à la base des racines latérales (Capoen et al., 2005). Les cordons d’infection sont 
également anormaux et les bactéries ne sont que très rarement libérées et forment des 
symbiosomes anormaux, confirmant le rôle de SYMRK / DMI2 dans la formation des 
symbiososmes (Limpens et al., 2005 ; Capoen et al., 2005). 
Le gène MtHAP2.1, qui code pour un facteur de transcription de type CBF (pour 
CAAT-box binding factor), est fortement induit au cours de la nodulation chez M. truncatula 
(El Yahyaoui et al., 2004). La réduction du taux de transcrits par une approche RNAi conduit 
à une nodulation anormale, puisque l’apparition des nodules est retardée et les nodules 
arrêtent de se développer dès 8 à 10 jpi (Combier et al., 2006). Chez ces nodules, les cellules 
de la zone apicale méristématique perdent leur forme polyèdrique et accumulent de 
nombreuses vacuoles larges, suggérant un rôle du gène MtHAP2.1 dans le maintien du 
méristème nodulaire et donc dans le développement des nodules (Combier et al., 2006). De 
plus, ce gène semble également impliqué dans la formation des symbiosomes puisque dans les 
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nodules des racines exprimant la construction RNAi-MHAP2.1, les bactéries ne sont pas 
libérées dans les cellules du nodule (Combier et al., 2006). De manière intéressante, 
l’expression de MtHAP2.1 est régulée par le micro ARN 169 (miRNA 169) et la 
surexpression de miRNA169 conduit à la formation de nodules similaires à ceux formés sur 
les racines transgéniques RNAi-MtHAP2.1 (Combier et al., 2006). Les micros ARN sont de 
petits ARN (environ 21 nucléotides) qui jouent un rôle régulateur important, à la fois chez les 
plantes et chez les animaux, en ciblant des ARNm soit pour les cliver soit pour inhiber leur 
traduction (pour revue récente voir Filipowicz et al., 2008). Chez le soja, plusieurs miRNA 
semblent être différentiellement exprimés au cours de la nodulation, mais pour la plupart, les 
gènes cibles et la fonction de ces derniers restent à explorer (Subramanian et al., 2008). Chez 
M. truncatula, le miRNA166 régule trois facteurs de transcription à homeo-domaine leucine-
zipper de classe III (MtCNA1, MtCNA2 et MtHB8) (Boualem et al., 2008). Dans les nodules 
matures, l’expression du miRNA166 et de ces 3 gènes cibles co-localisent dans les zones I et 
II (Boualem et al., 2008). La surexpression du miRNA166 conduit à la réduction du taux de 
transcrits des gènes cibles et à une formation de nodules inférieure à celle des racines témoins, 
suggérant que le miRNA166 est un nouveau composant impliqué dans la formation des 
nodules (Boualem et al., 2008).  
 
L’étude des mutants végétaux défectueux dans les étapes d’infection, d’organogenèse 
nodulaire et de fixation d’azote ont permis d’identifier de nouveaux gènes impliqués dans ces 
processus. De manière complémentaire, les approches de génétique inverse indiquent que des 
gènes requis pour la transduction du signal FNods sont également impliqués dans des étapes 
plus tardives (Figure 1.18). 
2.3-Les gènes impliqués dans le contrôle de l’infection et de la nodulation 
La régulation de la nodulation par la plante-hôte se traduit par un contrôle de différents 
aspects du processus, comme la détermination de la zone de la racine capable de répondre à la 
bactérie, le nombre d’infections réussies, le nombre de nodules initiés ou encore leur 
maturation. Cette régulation du développement nodulaire fait intervenir des facteurs positifs 
ou négatifs, qui agissent de façon locale ou systémique (pour revue voir Ferguson et 
Mathesius, 2003) 
Le nombre total de nodules est étroitement contrôlé par la plante par un mécanisme 
appelé autorégulation de la nodulation (Caetano-Anollès et Gresshoff, 1991). Dans ce 
Chapitre I 
 37 
mécanisme, les premiers nodules formés inhibent la formation de nouveaux nodules sur la 
racine, ce qui restreint la nodulation à une « zone primaire de nodulation » (Caetano-Anollès 
et Gresshoff, 1991). Des mutants ont perdu la capacité d’autorégulation du nombre de nodules 
et forment de nombreux nodules sur des régions plus étendues de la racine : har1 
(hypernodulation aberrant root) chez L. japonicus (Krusell et al., 2002), sym29 chez P. 
sativum (Krusell et al., 2002), nts (nitrogen tolerant symbiosis) chez le soja (Searle et al., 
2003) et sunn (super numeric nodules) chez M. truncatula (Schnabel et al., 2005) (pour revue 
voir Oka-Kira et Kawaguchi, 2006). Ces mutants portent tous une mutation dans un récepteur 
kinase à domaines extracellulaires riches en répétitions leucine (LRR-RLK). Des expériences 
de greffes réciproques entre les parties aériennes et racinaires des plantes mutantes et 
sauvages ont montré que le signal d’autorégulation provient de la tige et inhibe la formation 
de nodules supplémentaires sur la racine (Krusell et al., 2002 ; Penmetsa et al., 2003). 
Cependant ce signal transmis de la tige à la racine n’a pas été encore identifié. Des travaux 
récents, menés chez M. truncatula, ont montré que l’auxine pourrait jouer un rôle dans le 
mécanisme d’autorégulation. En effet, chez sunn la quantité d’auxine qui transite de la tige 
vers la racine est plus importante que chez la plante sauvage et le mutant sunn contient 3 fois 
plus d’auxine au niveau du site d’initiation du nodule (van Noorden et al., 2006).  
Chez M. truncatula, le mutant skl (sickle), insensible à l’éthylène, est caractérisé par un 
phénotype d’hypernodulation (Penmetsa et Cook, 1997). Chez ce mutant, les nodules, bien 
que plus nombreux, sont répartis, comme chez les plantes sauvages, sur une zone limitée de la 
racine (zone primaire de nodulation), mais au lieu d’être initiés en face des pôles de 
protoxylème, ils sont produits sur toute la circonférence de la racine (Penmetsa et al., 2003). 
Par ailleurs, Heidstra et al. (1997) ont déterminé que dans la région de la racine où les 
primordia nodulaires sont normalement formés, l’expression de l’ACC (Acide 1-
AminoCyclopropane-1-Carboxylique) oxydase, une enzyme clé de la voie de biosynthèse de 
l’éthylène, est localisée en face des pôles de phloème. Comme les primordia nodulaires sont 
généralement formés en face des pôles de protoxylème, les auteurs ont émis l’hypothèse que 
la production d’éthylène dans les couches cellulaires en face des pôles de phloème pourrait 
inhiber les divisions cellulaires à l’origine des primordia. Ainsi, ils ont montré que l’ajout 
d’inhibiteur d’éthylène augmente la proportion de nodules formés en face des pôles de 
phloème, indiquant que la production locale d’éthylène par la plante joue un rôle dans le 
positionnement de la formation des primordia nodulaires (Heidstra et al., 1997). L’ensemble 
de ces observations indique que l’éthylène agirait localement au niveau de la zone de 
nodulation mais pas dans le mécanisme d’autorégulation de la nodulation (Penmetsa et Cook, 
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1997). Récemment le gène Mtskl1 muté chez skl a été cloné (Penmetsa et al., 2008). Ce gène 
correspond à un gène orthologue à EIN2 d’A. thaliana, chez qui, il est impliqué dans la voie 
de signalisation à l’éthylène (Penmetsa et al., 2008). L’éthylène semble également impliqué 
dans les processus qui se déroulent à la surface de la racine, comme dans l’infection et dans 
les réponses induites par les FNods. En effet, chez les plantes sauvages, seulement une 
minorité des infections persistent et permettent la colonisation du nodule en formation (3 à 
8% chez M. truncatula), alors que chez skl, le nombre d’infections persistantes est environ 10 
fois supérieurs (Penmetsa et Cook, 1997). De la même manière, l’application d’AVG (2-
aminoéthoxyvinyl glycine), un inhibiteur de la synthèse d’éthylène, entraîne une 
augmentation du nombre d’infections, alors que l’ACC, précurseur direct de l’éthylène, 
provoque une diminution des infections (Oldroyd et al., 2001). Par ailleurs, Oldroyd et al. 
(2001) ont montré que l’éthylène a un effet inhibiteur, à la fois sur les oscillations calciques et 
sur l’induction de gènes de nodulines en réponse à S. meliloti ou aux FNods et ont suggéré 
que l’éthylène pourrait agir dans la voie de signalisation aux FNods.  
3-Présentation du sujet de thèse 
Les travaux de recherche de l’équipe d’accueil, dirigée par David Barker, portent sur 
l’étude des processus moléculaires et cellulaires chez M. truncatula lors des étapes précoces 
de la symbiose fixatrice d’azote et de la symbiose endomycorhizienne à arbuscules. Un des 
axes de recherche développé est l’étude de la voie de signalisation des FNods lors de l’étape 
de pré-infection de l’interaction M. truncatula / S. meliloti. Avant mon arrivée en thèse, un 
projet visant à identifier et à caractériser de nouveaux mutants altérés dans la voie de 
signalisation des FNods avait été initié dans l’équipe. En complément des cribles basés sur les 
phénotypes relativement tardifs d’infection et de nodulation, le but était de cribler des mutants 
altérés dans les réponses précoces aux FNods en utilisant la fusion pMtENOD11-GUS. Le 
choix de MtENOD11 a été motivé par le fait que ce gène a été largement utilisé comme 
marqueur épidermique de la voie de signalisation des FNods et que son induction par les 
FNods est dépendante des gènes NFP, DMI1, DMI2, DMI3, NSP1et NSP2 (Catoira et al., 
2000; Ben-Amor et al., 2003; Oldroyd and Long, 2003; Charron et al., 2004; Mitra et al., 
2004b; Sauviac et al., 2005). Afin de produire le matériel biologique destiné à ce crible, la 
lignée transgénique stable L416 exprimant la fusion pMtENOD11-GUS a été soumise à une 
mutagenèse EMS. 
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Au cours de ma thèse, j’ai initié la caractérisation de candidats mutants altérés dans 
l’induction de pMtENOD11-GUS en réponse aux FNods ainsi que d’un nouveau mutant 
d’infection caractérisé lors de ce crible. Mon projet principal de thèse a consisté en l’étude 
phénotypique de ce mutant appelé T1-3, caractérisé par un blocage dans la progression des 
cordons d’infection juste avant l’invasion du primordium nodulaire. L’analyse des plantes 
issues de rétrocroisement et de croisements avec des mutants déjà décrits (tests d’allélisme) a 
permis de révéler que T1-3 est un double mutant symbiotique portant à la fois une mutation au 
niveau du locus NIP précédemment identifié par les équipes de Rebecca Dickstein et de 
Jeanne Harris (Veereshlingam et al., 2004 ; Bright et al., 2005) et une mutation dans un 
nouveau locus appelé par la suite API (pour altered in nodule primorium invasion). Ce projet 
a consisté (1) en la confirmation qu’un nouveau locus impliqué dans l’infection avait été 
identifié, (2) en la caractérisation fine par des approches microscopiques, moléculaires et 
physiologiques de l’infection et de la nodulation du mutant. Ces travaux présentés dans le 
chapitre II de la thèse ont fait l’objet d’un article publié dans le journal Molecular Plant-
Microbe Interaction. De plus, j’ai initié au cours de ma thèse un projet secondaire visant à 
étudier le rôle du gène MtENOD11 au cours de l’infection de M. truncatula par S. meliloti. 
Pour cela, deux axes d’étude ont été initiés : d’une part la localisation subcellulaire de la 
protéine MtENOD11, d’autre part la fonction de MtENOD11 au cours de la nodulation par 
des approches de génétiques inverses. Les résultats préliminaires de ces travaux sont présentés 
dans le chapitre III. Enfin, l’ensemble des résultats obtenus au cours de la thèse sont discutés 
dans le chapitre IV. 
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-Chapitre II- 
Identification et caractérisation de api, un nouveau mutant 
de M. truncatula impliqué dans le processus d’infection 
lors de l’interaction avec S. meliloti 
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Diverses approches génétiques ont permis d’identifier chez les légumineuses des gènes 
essentiels à la nodulation (voir Chapitre I, section 2). La caractérisation de mutants bloqués 
dans les processus d’infection (Inf-) et de nodulation (Nod-) a permis d’identifier non 
seulement des gènes impliqués au cours de ces processus, mais également des gènes essentiels 
pour une étape plus précoce de l'interaction, la signalisation précoce des FNods. Afin 
d’identifier de nouveaux gènes impliqués dans la voie de signalisation des FNods, un crible de 
mutants avait été initié dans l’équipe d’accueil avant mon arrivée en thèse. Ce crible, 
complémentaire de ceux réalisés sur la base des phénotypes d’infection et de nodulation, avait 
pour objectif d’identifier des mutants affectés dans une réponse précoce aux FNods : 
l’induction du transgène pMtENOD11-GUS. En effet, lors de la pré-infection, le gène 
MtENOD11 est l'un des gènes induits le plus précocement dans les poils absorbants en 
réponse aux FNods (Charron et al., 2004). Cette activation transcriptionnelle de MtENOD11 
par les FNods au niveau de l’épiderme est à la fois rapide, forte et dépendante de la voie de 
signalisation des FNods génétiquement définie par les gènes NFP/DMI/NSP (Catoira et al., 
2000; Ben-Amor et al., 2003; Oldroyd and Long, 2003; Charron et al., 2004; Mitra et al., 
2004b; Sauviac et al., 2005). Par ailleurs, cette induction est fortement spécifique de la 
structure des FNods (Charron et al., 2004). L’ensemble de ces propriétés ont fait de 
MtENOD11 un marqueur très utile de la voie de signalisation des FNods dans l'épiderme 
racinaire.  
Afin de produire le matériel biologique nécessaire au crible entrepris dans l’équipe, la 
lignée transgénique stable de M. truncatula qui exprime la fusion pMtENOD11-GUS (lignée 
L416) a été soumise à une mutagénèse EMS en génération M1. Les descendants (M2) ont été 
cultivés en condition aéroponique puis traités avec des FNods purifiés (10-9M) pendant 6h. 
Après coloration GUS, des candidats, présentant une induction du transgène par les FNods 
nulle ou faible, ont été sélectionnés. Pour ce crible, environ 5000 plantes M2 ont été analysées 
et 80 lignées candidates M3 ont été obtenues. Parmi celles-ci, de nouveaux allèles mutants des 
gènes MtDMI3 (dmi3-2) et MtNFP (nfp-2) ont été identifiés (Lévy et al., 2004, Arrighi et al., 
2006), ce qui prouve d’une part l’efficacité de la mutagenèse et d’autre part la validité du 
crible. La confirmation des candidats en génération M3 a été réalisée en évaluant, après 
addition de FNods, l’induction déficiente du transgène (coloration GUS) ainsi que celle du 
gène MtENOD11 endogène (analyse Northern blot). Au début de mon travail de thèse, 
plusieurs candidats ont ainsi été sélectionnés en M3 et des rétro-croisements avec le parent 
sauvage ont été réalisés afin de confirmer dans les descendances en ségrégation le 
comportement du transgène pMtENOD11-GUS et du gène endogène MtENOD11. 
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Malheureusement, les résultats de l’analyse génétique de ces descendances s'est avérée 
complexe et nous n'avons pas été en mesure de confirmer l'intérêt de ces lignées candidates. 
Cependant, le phénotype d’infection et de nodulation avait été aussi examiné chez ces 
mutants, et nous avions repéré en particulier un mutant présentant un blocage dans le 
processus de nodulation, phénotype qui a été retrouvé dans les descendances de rétro-
croisement. Dans la suite de ma thèse je me suis donc concentrée sur l’étude de ce mutant, qui 
a fait l’objet d’une publication. En complément des données publiées dans cet article, une 
analyse microscopique détaillée du phénotype d’infection du mutant api est rapportée ci-
dessous. 
1-api, un nouveau mutant symbiotique de M. truncatula défectueux dans 
l’invasion du primordium nodulaire 
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Figure 2.1 : Aspect des cordons d’infection chez une plante sauvage (A) et chez le mutant api (B - D) à
3 jours post-inoculation avec S. meliloti par microscopie électronique à transmission
A : Cordon d’infection dans un primordium nodulaire chez la plante sauvage (A17)
B: Cordon d’infection présentant d’importantes appositions pariétales (tête de flèche) chez api dans une 
cellule épidermique. Des bactéries libres sont observées à l’extérieure de la cellule (flèche).
C et D: Cordon d’infection avec d’importantes appositions pariétales (tête de flèche) dans les cellules du 
cortex externe chez api. La paroi de la cellule en C est plus épaisse du côté du cordon d’infection (flèche 
blanche) que du côté opposé (flèche noire). b = bactéries
Barres = 2µm
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2-Caractérisation microscopique des structures d’infection chez api 
Comme nous avons pu l'établir au cours de notre travail (voir publication), le mutant api 
est caractérisé par la formation de nombreux primordia nodulaires non envahis et de larges 
structures infectieuses localisées dans les cellules du cortex externe. Dans la majorité des cas, 
les cordons d’infection ne pénètrent pas dans le primordium sous-jacent. Afin d’étudier en 
détail le processus d’infection chez ce mutant, des analyses par microscopie optique sur 
coupes semi-fines et par microscopie électronique à transmission ont été réalisées. Pour cela, 
des plantes sauvages (A17) et mutantes cultivées en conditions aéroponiques ont été prélevées 
à 3 et 5 jours post-inoculation (jpi) par S. meliloti. A 3 jpi, les plantes sauvages montrent déjà 
des primordia nodulaires bien développés et envahis par les cordons d’infection. A ce stade, 
chez api, un nombre plus faible de divisions cellulaires sont visibles dans le cortex interne au 
niveau des primordia et les cordons d’infection n'ont pas progressé au-delà des assises 
cellulaires externes au primordium nodulaire (épiderme et cellules du cortex externe). Ces 
cordons d’infection à 3 jpi sont caractérisés par des parois épaisses (Figure 2.1B, C et D) par 
comparaison avec les cordons d’une plante sauvage (Figure 2.1A). Des appositions pariétales 
sont également visibles au niveau des parois des cellules végétales associées aux cordons 
d’infection (Figure 2.1C et D). Les bactéries dans les cordons d’infection d’api ont une 
densité électronique plus forte et homogène que celles dans les cordons sauvages (comparer 
les bactéries des figures 2.1A et 2.1D), ce qui pourrait indiquer une dégénérescence des 
bactéries comme décrit par Truchet et al. (1984). Plus tard, à 5jpi, les structures d’infection 
chez api forment de larges poches au contact des primordia nodulaires (Figure 2.2A, B et C). 
Des appositions pariétales sont également visibles autour des poches d’infection et les 
bactéries sont entourées d’une matrice à faible densité électronique qui pourrait correspondre 
à des polysaccharides de surface bactériens comme cela a été proposé par Gao et al. (2001) 
(Figure 2.2C). Nous n’avons pas observé de cordons d’infection dans les assises cellulaires 
sous-jacentes à celles contenant ces poches d’infection. En revanche, dans l'assise cellulaire 
immédiatement sous-jacente, des cellules totalement envahies de bactéries et dont le contenu 
cytoplasmique a disparu ont été observées (Figure 2.2B). Par ailleurs, des bactéries à l’état 
libre ont été observées dans les espaces intercellulaires (Figures 2.2B et 2.2D). Ces résultats 
montrent que, chez api, la propagation des bactéries via les structures d’infection est arrêtée 
dans les assises cellulaires du cortex externe et que le point de blocage est caractérisé par la 
formation de larges poches d’infection présentant une structure de filament d'infection 
Figure 2.2 : Aspect des poches d’infection et espaces intercellulaires contenant des bactéries libres 
chez le mutant api à 5 jours post-inoculation avec S. meliloti par microscopie optique et électronique à
transmission
A et B : Observations par microscopie optique de coupes semi-fines successives où les flèches montrent les 
mêmes cellules sur les deux coupes. Les astérisques montrent en A la poche d’infection de la photographie C 
et en B l’espace intercellulaire de la photographie D. L’étoile indique une ou plusieurs cellules végétales 
envahies par des bactéries. Barres = 10µm
C : Poche d’infection avec d’importantes appositions pariétales (têtes de flèches) dans les cellules du cortex 
externe chez api. L’encadré montre un agrandissement de la poche d’infection où les bactéries sont 
entourées d’une matrice à faible densité électronique (flèches). b = bactéries
D : Espace intercellulaire contenant des bactéries. 
Barres C et D = 5µm, Barres des encadrés de C et D = 1µm
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hypertrophié. Ces poches d’infection ne semblent pas arrêter la propagation de bactéries dans 
des cellules sous-jacentes, ce qui a pour conséquence une libération assez massive de 
bactéries soit dans l'espace interne tout entier de cellules adjacentes, soit dans des espaces 
intercellulaires situés à proximité. 
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-Chapitre III- 
Etude préliminaire du rôle de MtENOD11 au cours de 
l’infection par Sinorhizobium meliloti 
S. meliloti
Pré-infection 
(3-6 hpi)
Infection 
(48-72 hpi)
Nodule  
(20 jpi)
FNods   
(1-3h)
Expression non-
symbiotique
Réponse « pré-infection »
(FNod-dépendante)
Réponse « infection » Expression 
nodulaire
T0
Figure 3.1: Localisation tissulaire de l’expression de la fusion pMtENOD11-GUS au cours de 
l’interaction symbiotique avec S. meliloti
En contexte non-symbiotique (T0), pMtENOD11-GUS montre une expression racinaire au niveau des 
primordia des racines latérales et au niveau de la coiffe de la racine. Lors de l’interaction avec S. meliloti, le 
transgène est aussi activé dans l'épiderme en différenciation au stade « pré-infection » (FNod-dépendant, dès 
3-6 hpi avec S. meliloti ou 1-3 h avec des FNods purifiés), puis dans les tissus racinaires infectés au stade 
« infection » (48-72 hpi) et dans la zone II d'infection des nodules (20 jpi).
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Afin de caractériser le rôle de MtENOD11 au cours de l’infection rhizobienne, nous 
avons initié un projet d’étude de la localisation et de la fonction de la protéine MtENOD11. 
Ce projet, initié au cours de ma deuxième année de thèse, constituait un projet secondaire 
mené en parallèle de mon projet principal portant sur la caractérisation du mutant api. En 
effet, comme indiquée dans la première partie des résultats, la lignée initiale T1-3 d’où est 
issu api porte deux mutations symbiotiques récessives: api et nip-3. Le temps nécessaire au 
travail de génétique pour isoler la mutation api (rétro-croisements et analyses de ségrégations) 
a donc été mis à profit pour initier et développer ce nouveau projet sur la protéine 
MtENOD11. 
Le gène MtENOD11, qui code pour une protéine putative de paroi, est exprimé au cours 
de l’interaction entre M. truncatula et son partenaire bactérien S. meliloti. Son expression au 
cours de cette interaction a été étudiée soit en suivant l’expression du transgène pMtENOD11-
GUS, soit par hybridation in situ (Figure 3.1) (Journet et al., 2001). Le gène MtENOD11 est 
très rapidement induit (3 à 6h après inoculation par S. meliloti) dans la zone de l’épiderme 
racinaire en différenciation et il a été montré que les FNods sont nécessaires et suffisants pour 
cette réponse (réponse de « pré-infection ») (Journet et al., 2001 ; Charron et al., 2004). Cette 
réponse épidermique est localisée précisément dans la zone où les infections réussies 
débuteront 1 à 2 jours après l’inoculation avec S. meliloti, indiquant que lors de la pré-
infection MtENOD11 pourrait jouer un rôle dans la préparation des cellules à l’infection. De 
plus, le gène MtENOD11 est également induit à 48-72h post-inoculation, au niveau des sites 
d’infection dans les cellules épidermiques et corticales infectées ou en cours d’infection 
(réponse d’ « infection »), puis dans le tissu central des primordia nodulaires envahis par les 
cordons d’infection (3-4 jpi), et enfin de façon continue dans la partie distale de la zone de 
pré-infection des nodules matures, là où les bactéries sont libérées dans les cellules végétales 
(Journet et al., 2001). Au cours de la symbiose mycorhizienne à arbuscules, le gène 
MtENOD11 est également activé et son expression est localisée au niveau des cellules 
épidermiques et corticales lors de la pénétration des hyphes ainsi que plus tard dans les 
cellules du cortex interne, lors du développement des arbuscules (Journet et al., 2001 ; 
Chabaud et al., 2002). Ces observations montrent que l’expression de MtENOD11 au cours 
des interactions mycorhizienne et rhizobienne est associée au processus d’infection, suggérant 
un rôle de MtENOD11 dans la préparation des cellules à la pénétration et à la progression des 
microsymbiotes. De manière intéressante, des analyses fonctionnelles des régions cis du 
promoteur MtENOD11 ont montré que l’expression de MtENOD11 associée à l’infection par 
S. meliloti et à l’association mycorhizienne à arbuscule dépend de la même région promotrice 
Figure 3.2: Séquence protéique codée par le gène MtENOD11
Le peptide signal est en bleu et le site putatif de clivage est marqué par une flèche. Les 25 répétitions 
successives riches en proline de type PPXXX sont soulignées et les 5 résidus tyrosine de la protéine mature 
(sans le peptide signal) sont représentés en rouge.
MASFFLYSLGLVFLSALTLVPLGLADKSPSHNMPP NPIYT TPIHK NPTNT PVYNP
PIYKP PPTYK PPIKK QPINK SPNKK PLLLK PPLPK PPHKE PPSRK RPINT
PPDKK PPLLK PPFPK PPQKK PPSRK RPINT PPNKK PPLPK PPVNK PPHKK
PSNKR PPPYGNQPPPSIHF
MtENOD12   MASFSLSILV FFFSALVLVP QGFAEYYLYP AYRPPQTKPP VNKPSHKEPP
MsENOD12B  MASFSLSILV FFISALVLVP QGFAEYYLNP AYRPPQTKPP VNKPSHKEPP
MsENOD12A                 ALVLVP QGFAEYYLNP AYRPPQT--- -------EPP
MtENOD12   VNKPPHKEPP V--------- -HKPPHKDPP VNKPPQKESP VHKPPRKESP
MsENOD12B  VHKPPHKEPP VNKPRHKEPP VHKPPHKDPP VNKPPQKESP VHKPPRKEPP
MsENOD12A  VHKPPHKEPP V--------- -HKPPHKDPP VNKPPQKEPP VHKPPRKEPP
MtENOD12   THRHPPAEDN IHF
MsENOD12B  THKHPPAEDN IHF
MsENOD12A  THRHPPXEDN IHF
Figure 3.3: Alignement des séquences protéiques codées par les gène ENOD12 chez M. truncatula 
(MtENOD12) et chez M. sativa (MsENOD12A et MsENOD12B).
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(de -257 paires de base (pb) avant l’ATG à l’ATG) tandis que l’expression associée à la 
réponse de pré-infection (dépendante des FNods) dépend d’une région promotrice plus en 
amont (NF-box, de -390pb à -358pb avant l’ATG) (Boisson-Dernier et al., 2005 ; 
Andriankaja et al., 2007). Enfin, le gène MtENOD11 est également exprimé en dehors du 
contexte d’interaction symbiotique. Ainsi l’expression du transgène pMtENOD11-GUS a été 
observée au niveau des primordia des racines latérales, des cellules de la coiffe racinaire et 
des cellules de bordure, dans les traces vasculaires (phloème) des cotylédons et des feuilles, 
dans les cellules de garde des stomates, dans les trichomes glandulaires, au niveau du 
suspenseur et des couches cellulaires superficielles de l’embryon ainsi qu’au niveau de la 
couche externe de l’endosperme (Journet et al., 2001). Ces différents types cellulaires / 
tissulaires ont en commun une forte capacité soit à sécréter ou à échanger des métabolites tels 
que la coiffe racinaire, le phloème et les trichomes, soit à réguler leur volume telles que les 
cellules de gardes des stomates (Journet et al., 2001). 
Le gène MtENOD11 code pour une protéine de 174 acides aminés dont les 25 premiers 
constituent un signal d’adressage vers la voie sécrétrice, appelé aussi peptide signal (PS) (Von 
Heijne 1983, Bendtsen et al., 2004). Le reste de la séquence est constitué principalement de 
motifs pentapeptidiques riches en prolines de type Pro-Pro-X-X-X, caractéristiques des 
protéines riches en répétition (hydroxy) prolines (ou RPRP pour repetitive proline rich 
protein) (Figure 3.2). Les RPRP, comme les extensines et les protéines arabino-galactanes, 
font parties des glycoprotéines riches en hydroxy-proline (HRGP pour hydroxy-proline-rich 
glycoprotein) décrites comme constituants structuraux de la paroi et de la matrice 
extracellulaire (pour revue voir Kieliszewski et Lamport, 1994 ; Showalter, 1993 ; Cassab, 
1998). Les HRGP sont des protéines supposées intervenir dans la rigidité des parois en 
formant un maillage protéique, par des assemblages non covalents et/ou covalents (on parle 
alors de « cross-link »). Les résidus tyrosines sont impliqués dans des liaisons de type iso-
dityrosine (intra- et intermoléculaires) qui participeraient à la rigidité des parois. Or, la 
séquence protéique mature de MtENOD11 contient relativement peu de résidus tyrosine, 5 en 
tout (Figure 3.2), ce qui est très inférieur à la densité observée chez les RPRP « classiques » 
comme chez le soja où on dénombre par exemple 36 résidus tyrosines dans la protéine mature 
de SbPRP1 (Hong et al., 1987). Cette faible teneur en résidus tyrosine a également été 
observée chez la RPRP MtENOD12 dont la séquence protéique de 102 acides aminés est 
composée principalement de motifs décapeptidiques riches en proline (Pichon et al., 1992). 
Bien que les protéines MtENOD11 et MtENOD12 soient toutes deux des RPRP, leurs motifs 
riches en proline ne peuvent pas être alignés du fait de la variabilité de séquence des motifs 
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pentapeptidiques de MtENOD11 (Journet et al., 2001). Toutefois, au cours de la symbiose 
avec S. meliloti, les gènes MtENOD11 et MtENOD12 ont des profils d'expression très 
proches, étroitement associés aux étapes de pré- infection et d’infection au niveau de 
l’épiderme, du cortex ou dans les cellules du nodule. 
Du fait de leur faible teneur en résidus tyrosine, il a été proposé que ces deux RPRP 
atypiques pourraient jouer un rôle positif dans la plasticité/perméabilité des parois (Journet et 
al., 2001). Ainsi, lors de l’interaction avec S. meliloti, une plus grande plasticité/perméabilité 
de la paroi pourrait faciliter la pénétration des bactéries au niveau des poils absorbants et des 
cellules corticales. D’autre part, MtENOD11 et MtENOD12 pourraient être également 
impliquées dans la composition de la paroi qui délimite le cordon d’infection (voir Rae et al., 
1992). A ce jour, aucune donnée n’est disponible sur le rôle ou l’importance de MtENOD11 
au cours de la symbiose. Des travaux visant à déterminer l’importance d’ENOD12 au cours de 
la symbiose ont été menés chez des sous-espèces diploïdes de M. sativa, chez lesquelles en 
fonction des génotypes il existe un ou deux allèles du gène ENOD12 (Csanadi et al., 1994). 
Chez M. sativa coerulea les gènes ENOD12A et ENOD12B sont très similaires aux gènes 
MsENOD12A et MsENOD12B décrits par Allison et al. (1993) et dont les profils d’expression 
au cours de l’interaction avec S. meliloti semblent différents, puisque seul MsENOD12A est 
induit dans les nodules matures (Bauer et al., 1994). Chez M. sativa quasifalcata, l’unique 
gène ENOD12 est également induit dans les nodules matures (Csanadi et al., 1994). L’analyse 
des descendances issues des croisements entre M. sativa coerulea et M. sativa quasilfacata, a 
permis d’identifier des plantes dépourvues de gène ENOD12 et il a été montré que chez ces 
plantes la nodulation ne semble pas altérée de façon notable (Csanadi et al., 1994). Ces 
résultats suggèrent que le gène ENOD12 n’est pas essentiel au processus de nodulation chez 
M. sativa et soulèvent la question de l’importance du gène MtENOD12 de M. truncatula. 
L’expression de MtENOD12 au cours de la symbiose est associée aux évènements d’infection, 
alors que par exemple l’expression du gène MsENOD12A semble liée à l’activité 
méristématique du nodule (Pichon et al., 1992 ; Bauer et al., 1997). La différence des profils 
d’expression des gènes ENOD12 semble indiquer que les produits de ces gènes bien que très 
similaires au niveau de leur séquence (Figure 3.3), n’assurent probablement pas la même 
fonction au cours de la symbiose et que de ce fait l’importance au cours de la nodulation des 
protéines MtENOD11 et MtENOD12 reste à déterminer chez M. truncatula.  
MtENOD11 GFP
PS
MtENOD11 YFPv
mRFP
Figure 3.4 : Protéines de fusion exprimées dans les cellules épidermiques de N. benthamiana afin de 
localiser la protéine MtENOD11
(A) (B) Représentation schématique des différentes fusions traductionnelles entre MtENOD11 et diverses 
protéines fluorescentes (FP) insérées soit (A) en C-terminal de MtENOD11, soit (B) en N-terminal de 
MtENOD11, en conservant le peptide signal (PS) à l'extrémité N-terminale des protéines de fusion. (C) 
Représentation schématique de protéines fluorescentes fusionnées au peptide signal de MtENOD11.
GFP= Green Fluorescent Protein
YFP = Yellow Fluorescent Protein (la YFP venus, YFPv, est une variante de la YFP)
RFP = Red Fluorescent Protein (mRFP = monoRFP indiquant que la RFP est a l’état monomérique)
MtENOD11
A
B
C
MtENOD11-GFP
MtENOD11-YFPv
MtENOD11-mRFP
GFP
YFP
PS-GFP
PS-YFP
MtENOD11GFP
MtENOD11YFP
PS-GFP-MtENOD11
PS-YFP-MtENOD11
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1- Etude préliminaire de la localisation subcellulaire de MtENOD11  
Le but initial de ce projet était de déterminer et de suivre la localisation subcellulaire de 
MtENOD11 au cours de l’infection rhizobienne. Pour cela, une stratégie in vivo consistant à 
fusionner une protéine fluorescente de type GFP (Green Fluorescent Protein) à MtENOD11 a 
été adoptée. Cette technique relativement non invasive permet de suivre par microscopie une 
protéine d’intérêt dans des tissus vivants, de façon spécifique et en temps réel. Chez M. 
truncatula, l’utilisation de protéines fluorescentes a permis la localisation de protéines telles 
que MtAnn1 (de Carvalho-Niebel et al., 2002), de DMI2 (Limpens et al., 2005) et DMI1 
(Riely et al., 2007) pendant l’infection et la nodulation par S. meliloti. Enfin, ce type 
d’approche a permis de localiser des protéines pariétales ou appartenant à la matrice 
extracellulaire, comme AtAGP18, une protéine arabino-galactane localisée au niveau de la 
paroi de cellules BY2 de N. tabacum (Yang and Showalter, 2007) ou encore ELD1 une 
protéine riche en sérine localisée au niveau de la paroi des cellules racinaires chez A. thaliana 
(Lertpiriyapong et al., 2003). 
Afin d’examiner la distribution subcellulaire de la protéine MtENOD11 pendant les 
étapes précoces de la nodulation, j’ai construit les fusions traductionnelles MtENOD11-
YFPvenus (pour yellow fluorescent protein venus) ou MtENOD11-mRFP (pour monomeric 
red fluorescent protein) et introduit ces fusions dans des racines de M. truncatula par 
transformation via Agrobacterium rhizogenes (Figure 3.4A). La protéine MtENOD11 est une 
protéine putative de paroi. Le pH de la paroi varie en fonction des phases d’expansion de 
celle-ci, ainsi il a été montré que le pH pariétal de trichoblastes d’A. thaliana peut varier entre 
4.5 et 6 (Bibikova et al., 1998). Pour la localisation de MtENOD11, nous donc avons choisi 
deux protéines fluorescentes, la mRFP et la YFPv, qui sont relativement stable en milieu 
acide du fait de leur faible pKa (4.5 et 6, respectivement) (Campbell et al., 2002 ; Nagai et al., 
2002). La YFPv a également été choisie pour sa brillance (30 fois supérieure à celle de la 
EYFP). En outre, pour ces expériences, le gène de la protéine de fusion a été placé sous le 
contrôle du promoteur pMtENOD11 afin de s’assurer de localiser la protéine de fusion dans 
les cellules où s’exprime normalement le gène MtENOD11. 
Les racines transgéniques de M. truncatula transformées avec la construction 
pMtENOD11-MtENOD11-YFPv (ou pMtENOD11-MtENOD11-mRFP) ont été inoculées avec 
une souche de S. meliloti portant soit la protéine fluorescente CFP (pour cyan fluorescent 
protein) ou GFP (Smit et al., 2005) permettant de suivre la localisation à la fois des bactéries 
1 1 12 2 2
24h 36h 48h
Figure 3.5 : Localisation subcellulaire de la protéine de fusion MtENOD11-YFPv chez N. 
benthamiana.
Les cellules épidermiques foliaires de N. benthamiana ont été transformées par A. tumefaciens portant (A) la 
YFPv seule ou (B) la protéine de fusion MtENOD11-YFPv. Les observations ont ensuite été réalisées au 
microscope confocal 2 jours après infiltration par A. tumefaciens.
A: Localisation cytoplasmique et nucléaire (flèche) de la YFPv
B: La protéine de fusion MtENOD11-YFPv est localisée dans le cytoplasme et le noyau (flèche)
Barre = 40µm
MtENOD11 YFPvYFPv
Figure 3.6 : Analyse Western blot des protéines de fusion MtENOD11-YFP et MtENOD11-3HA 
exprimées chez N. benthamiana .
Des feuilles de  N. benthamiana ont été transformées par A. tumefaciens portant  la YFPv seule, la 
protéine de fusion MtENOD11-YFPv ou  la protéine de fusion MtENOD11-3HA. Les protéines extraites 
ont été analysées par Western Blot et révélées par un anticorps dirigé contre la YFP pour  et , par un 
anticorps dirigé contre le 3HA pour  . Les protéines ont été extraites à 24h, 36h et 48h après infiltration 
pour  et , et à 48h après infiltration pour . 
A: Aucun signal n’est détecté à la position attendue pour la protéine de fusion MtENOD11-YFPv (43 kDa); 
par contre, un fort signal est observé à la position attendue de la YFPv (24 kDa).
B: Une seule bande est observée à la position 29 kDa, proche de celle attendue pour la protéine MtENOD11-
3HA.
3
YFPv
(24 kDa)
MtENOD11-YFPv
(43 kDa) MtENOD11-3HA (29 kDa)
A B
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et des protéines de fusion. Les racines ont ensuite été observées de 1 jour post-inoculation 
(jpi) à 7 jpi par microscopie confocale et les sites d’infection ont été repérés grâce à la 
fluorescence des bactéries. Cependant, pour les deux protéines de fusions et leurs 
constructions témoins (pMtENOD11-YFPv et pMtENOD11-mRFP) aucune fluorescence n’a 
pu être observée au niveau des sites d’infection ou des jeunes nodules. Comme l’absence de 
fluorescence peut être expliquée par un problème lors de la transformation, nous avons vérifié 
et confirmé par PCR que les constructions d’intérêt sont bien insérées dans l’ADN génomique 
(résultats non montrés). D’autres hypothèses peuvent expliquer ce résultat, comme par 
exemple un défaut d’expression des constructions ou encore un problème de conformation des 
protéines fusions.  
Afin de tester ces différents paramètres et de mettre au point de nouvelles protéines de 
fusion, nous avons utilisé un système d’expression transitoire dans les feuilles de N. 
benthamiana qui permet de visualiser rapidement une protéine d’intérêt par microscopie 
(entre 24h et 96h) et de confirmer son expression par analyse Western blot. Comme signalé 
plus haut, la protéine MtENOD11 possède en N-terminal de sa séquence un signal 
d’adressage de la protéine vers la voie sécrétrice, le peptide signal (PS). Afin de conserver le 
PS en N-terminal de la protéine de fusion, les protéines fluorescentes (ici GFP, mRFP et 
YFPv) ont été insérées en C-terminal de MtENOD11. Des feuilles N. benthamiana exprimant 
les constructions YFPv seule et MtENOD11-YFPv sous contrôle du promoteur constitutif 
CaMV 35S, ont été analysées de 1 à 3 jours après infiltration de l’épiderme par A. 
tumefaciens, au cours de plusieurs expériences indépendantes. Comme montré dans la figure 
3.5A, la fluorescence obtenue par expression de la protéine YFPv est, comme attendu, 
associée au cytoplasme, en périphérie de la cellule et dans les travées cytoplasmiques, ainsi 
que dans le noyau où la protéine fluorescente diffuse passivement via les pores nucléaires du 
fait de son faible poids moléculaire (24 kDa) (pour revue voir Hanson et Kölher, 2001). De 
façon surprenante, chez les cellules exprimant MtENOD11-YFPv, le même profil de 
fluorescence a été observé (Figure 3.5B), alors qu’un signal fluorescent unique en périphérie 
de la cellule était attendu pour cette protéine putativement pariétale. Comme la fluorescence 
de la protéine de fusion MtENOD11-YFPv est similaire à celle de la YFPv seule, il est 
possible que la protéine de fusion soit clivée in planta et que la fluorescence observée 
corresponde au produit de clivage. Afin de s’assurer de l’intégrité de la protéine de fusion 
MtENOD11-YFPv des analyses de type Western blot ont été réalisées avec des échantillons 
prélevés à différents temps après infiltration (24h, 36h et 48h). Une bande unique à 24 kDa a 
été détectée pour la protéine fluorescente YFPv ainsi que pour MtENOD11-YFPv, alors 
YFPYFP MtENOD11YFP
Figure 3.7 : Localisation subcellulaire des protéines de fusion PS-YFP et PS-YFP-MtENOD11 chez N. 
benthamiana.
Les cellules épidermiques foliaires de N. benthamiana ont été transformées par A. tumefaciens portant (A et 
D) la YFP, (B et E) la protéine de fusion PS-YFP, ou (C et F) la protéine de fusion PS-YFP-MtENOD11. 
Les observations ont ensuite été réalisées au microscope confocal 3 jours après infiltration d’A. tumefaciens. 
Les astérisques montrent les noyaux sur les photos en fond clair (A-C) et fluorescentes (D-F).
A et D: Localisation cytoplasmique et nucléaire de la YFP
B et E: Localisation de la protéine PS-YFP au niveau d’un réseau entourant le noyau (probablement le 
réticulum endoplasmique) et dans les travées cytoplasmiques (flèches). 
C et F : Localisation de la protéine PS-YFP-MtENOD11 en périphérie des cellules. 
Barres = 20µm.
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qu’une bande à environ 43 kDa était attendue pour la protéine de fusion (correspondant à 24 
kDa pour la YFPv + 19kDa pour MtENOD11) (Figure 3.6A). Ce résultat indique donc que la 
protéine de fusion MtENOD11-YFPv est clivée in planta. Les mêmes résultats ont été 
obtenus avec les protéines fluorescentes GFP et mRFP insérées en C-terminal de MtENOD11. 
Ce clivage peut être expliqué soit par un problème de reconnaissance du PS, soit par un 
problème de conformation résultant de la fusion entre MtENOD11 et la protéine fluorescente, 
entrainant une instabilité de la protéine de fusion.  
Afin de tester si la séquence PS de MtENOD11 est suffisante à la sécrétion d’une 
protéine fluorescente chez N. benthamiana, une construction PS-YFP a été générée (Figure 
3.4C). Les observations microscopiques des feuilles exprimant cette construction montrent un 
signal fluorescent fort dès 24h après infiltration, dans un réseau autour du noyau et associé 
aux travées cytoplasmiques (Figure 3.7B et E) correspondant très probablement au réticulum 
endoplasmique (RE), et en périphérie de la cellule. Par Western blot deux bandes sont 
détectées, l’une à 24 kDa, correspondant à la taille de la YFP et l’autre à environ 27 kDa 
correspondant à la taille attendue de la protéine SP-YFP avant clivage (Figure 3.8A). 
L’absence de fluorescence dans le noyau indique que la protéine de poids moléculaire de 24 
kDa ne correspond pas simplement à un produit de clivage de la YFP dans le cytoplasme, 
mais plus probablement à la protéine YFP après clivage du PS par des peptidases dans le RE. 
Ces résultats suggèrent que le PS de MtENOD11 est bien reconnu dans les cellules de N. 
benthamiana et qu’il permet la sécrétion de la protéine fluorescente dans un compartiment 
localisé en périphérie de la cellule (membrane plasmique, interface membrane/paroi, paroi ou 
matrice extracellulaire). Ces résultats indiquent également qu’il est peu probable que le 
clivage de la protéine de fusion MtENOD11-YFP in planta soit dû à un problème de 
reconnaissance du PS. 
Dans un deuxième temps, nous avons donc évalué si le clivage de la protéine de fusion 
MtENOD11-YFP in planta est dû à un problème de conformation entre la protéine 
MtENOD11 et la protéine fluorescente. Nous avons remplacé la protéine fluorescente en C-
terminal de MtENOD11 par une séquence contenant 3 copies de l’épitope viral 
hémagglutinine (3HA) qui présente un poids moléculaire (4 kDa) et un encombrement 
stérique faibles. Comme le montre la figure 3.6B, la protéine de fusion MtENOD11-3HA 
exprimée chez N. benthamiana a pu être détectée par Western blot à une taille d’environ 29 
kDa. Ce résultat montre qu’il n’y a pas de clivage entre MtENOD11 et l’épitope 3HA et 
suggère qu’un épitope fusionné en C-terminal de MtENOD11 peut-être utilisé. Il semble donc 
YFP
49KDa
Figure 3.8 : Analyse Western blot des protéines de fusion PS-YFP et PS-YFP-MtENOD11 exprimées 
chez N. benthamiana
Les protéines de feuilles de N. benthamiana exprimant la YFP et la protéine de fusion PS-YFP (A) et la YFP 
et la protéine de fusion PS-YFP- MtENOD11(B) ont été analysées par western blot et révélées par un 
anticorps dirigé contre la YFP. Pour (B), la même quantité en équivalent volume a été déposée pour les 
échantillons de l’extrait brut (EB), du surnageant (S) et du culot (C).
A: Deux bandes sont observées pour la protéine PS-YFP : une bande à 24 kDa correspondant à la taille de la 
YFP et une bande à 27 kDa correspondant à la taille théorique de PS-YFP
B: La protéine YFP est majoritairement présente dans le surnageant contenant les protéines solubles dans le 
tampon d’extraction, tandis que la protéine de fusion PS-YFP-MtENOD11 est majoritairement présente dans 
le culot correspondant aux protéines insolubles dans le tampon d’extraction. La présence d’une bande à 24 
kDa dans l’échantillon S de la protéine PS-YFP-MtENOD11 mais pas dans l’échantillon EB, suggère que la 
protéine de fusion est clivée au cours de l’extraction, mais pas in vivo.
PS-YFP-MtENOD11YFP PS-YFP
EB EB S CS CA B
27KDa
24KDa 24KDa
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que le clivage observé entre MtENOD11 et la protéine fluorescente soit probablement dû à un 
problème de conformation entre ces deux protéines.  
Etant donné la difficulté d’exprimer une protéine fluorescente fusionnée en C-terminal 
de MtENOD11, nous avons employé une stratégie alternative consistant à placer la protéine 
fluorescente (PF) en sandwich entre le PS et le reste de la protéine MtENOD11 (voir Figure 
3.4B). Une telle stratégie a été utilisée pour la localisation de la glycoprotéine SKU5, au 
niveau de la membrane et de la paroi des cellules racinaires d’A. thaliana (Sedbrook et al., 
2002). Cependant, au cours de nos premiers essais, la faible fluorescence émise dans les 
feuilles de N. benthamiana transformées avec les constructions PS-PF-MtENOD11 n’a pas 
permis une observation fiable de la localisation de MtENOD11. Or, il a été décrit que 
l’expression de la protéine ectopique dans un tel système cessait 2 à 3 jours après infiltration 
suite à un phénomène de silencing post-transcriptionnel, et que l’utilisation de la protéine 
virale p19 permet non seulement de palier cet effet, mais favorise également l’accumulation 
de la protéine d’intérêt (Voinnet et al., 2003). Par conséquent, les expériences suivantes ont 
été réalisées, en co-infiltrant des feuilles de N. benthamiana par des souches d’A. tumefaciens 
portant d’une part nos constructions d’intérêt et d’autre part la p19 (Voinnet et al., 2003). 
Ainsi, les observations microscopiques des feuilles exprimant la construction PS-YFP-
MtENOD11, réalisées entre 48h et 96h post-infiltration, montrent un signal fluorescent 
majoritairement en périphérie de la cellule, et absent des travées cytoplasmiques (Figure 3.7C 
et F). Cette localisation, différente de la localisation cytoplasmique de la construction témoin 
YFP (Figure 3.7A et D), suggère que la protéine de fusion est sécrétée à l’extérieur de la 
cellule. Par ailleurs, des analyses de type Western blot à partir des feuilles exprimant PS-YFP-
MtENOD11 permettent de visualiser une bande d’environ 49 kDa (Figure 3.8B). Ces résultats 
suggèrent que l’expression de la construction PS-YFP-MtENOD11 dans des feuilles de N. 
benthamiana permet la production d’une protéine hybride non-clivée. Cependant, la taille de 
cette protéine de fusion (49 kDa) est supérieure à la taille théorique de 43kDa pour PS-YFP-
MtENOD11, suggérant que la protéine fusion a subi des modifications post-traductionnelles. 
Cette différence de taille avait été notée pour la construction MtENOD11-3HA, de taille 
théorique de 23 kDa (19 kDa pour MtENOD11 et 4 kDa pour le 3HA) et observée à 29 kDa. 
Nos observations microscopiques semblent indiquer que la protéine de fusion PS-YFP-
MtENOD11 est sécrétée à l’extérieur de la cellule. Néanmoins cette localisation pourrait aussi 
correspondre au cytoplasme localisé entre la vacuole et la membrane plasmique. Nous avons 
émis l’hypothèse que si la protéine de fusion est cytoplasmique alors elle serait associée à des 
protéines solubles, tandis que si elle est sécrétée, elle serait probablement associée à des 
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compartiments insolubles tels que la membrane plasmique ou la paroi. Afin de déterminer à 
quel type de compartiment la protéine de fusion PS-YFP-MtENOD11 est associée, des 
expériences de type Western blot ont été réalisées après broyage des tissus et séparation par 
centrifugation différentielle (voir chapitre V, section 7.1) des fractions soluble et insoluble. 
Pour chaque fraction, des protéines corespondant à un même équivalent volume ont été 
déposées et l’intensité des bandes obtenues a été comparée. Pour la protéine YFP seule, une 
bande plus intense de 24 kDa est observée dans la fraction des protéines solubles, résultat 
concordant avec la nature cytoplasmique de la YFP (Figure 3.8B). A l’inverse, dans les 
échantillons exprimant la protéine hybride PS-YFP-MtENOD11, la bande de 49 kDa est 
principalement détectée dans la fraction des protéines insolubles, indiquant que la protéine 
MtENOD11 est associée avec des composants qui sédimentent dans le culot (Figure 3.8B). 
Ces résultats semblent confirmer que la construction PS-YFP-MtENOD11 permet la 
production d’une protéine fusion intacte et bien associée à des compartiments cellulaire qui 
sédimentent tels que la membrane plasmique, la paroi ou la matrice extracellulaire. Etant 
donné que les analyses bioinformatiques de la protéine n’ont pas permis d’identifier ni de 
domaine transmembranaire, ni de site pour l’insertion de glycosyl-phosphatidylinositol (GPI) 
permettant l’ancrage à la membrane plasmique, il est peu probable que MtENOD11 soit 
associée à la membrane plasmique. En revanche, de par sa nature de PRP, MtENOD11 
pourrait être associée à la paroi ou à la matrice extracellulaire. 
2-Effet de la modification d’expression de MtENOD11 sur la nodulation 
dans des racines transgéniques de Medicago truncatula  au cours de 
l’interaction avec S. meliloti 
Dans un deuxième volet de ce projet destiné à mieux comprendre le rôle de MtENOD11 
lors de l’interaction avec S. meliloti, nous avons voulu évaluer si la modification des niveaux 
d’expression endogène de MtENOD11 pouvait avoir une influence sur le processus 
d’infection / nodulation. Pour cela, deux types d’approches ont été développés, consistant soit 
à sur-exprimer MtENOD11 en plaçant le gène sous contrôle d’un double promoteur CaMV 
35S (construction 35S-MtENOD11), soit à réduire le taux de transcrits du gène MtENOD11 
par une stratégie RNAi (construction RNAi-MtENOD11) (voir chapitre V, section 1.2), dans 
des racines transgéniques de Medicago truncatula générées par transformation via A. 
rhizogenes (Figure 3.9). 
2x35S 3’UTR intron 3’UTR
ATG Stop
2x35S MtENOD11
Figure 3.9 : Constructions exprimées dans les racines transgéniques de Medicago truncatula
Représentations schématiques de la construction RNAi-MtENOD11 et de la construction 35S-MtENOD11
RNAi-MtENOD11
35S-MtENOD11
Tableau 3.1 : Comparaison du phénotype de nodulation des racines contrôles, 35S-MtENOD11 et 
RNAi-MtENOD11
n représente le nombre total de racines analysées au cours de deux (35S-MtENOD11) ou trois (RNAi-
MtENOD11 et Contrôle) expériences indépendantes
A: Les valeurs représentent la moyenne du nombre de nodules ± l’écart type
B: Les valeurs représentent le pourcentage de racines dépourvues de nodule. (a) Ce pourcentage est 
statistiquement différent (test χ², α = 0.05) du pourcentage des racines contrôles à 5 jpi. (b) Ce pourcentage 
est statistiquement différent (test d’égalité de deux proportions, P = 0.0425) du pourcentage des racines 
contrôles à 20 jpi.
A
B
± 8.9110.13± 7.488.29± 6.776.53± 6.485.25± 3.911.96
RNAi-
MtENOD11 
(n=87-107)
± 8.0513.76± 7.088.98± 6.587.51± 5.954.67± 5.403.7935S-MtENOD11 (n=33-43)
± 10.9012.13± 7.649.26± 6.657.39± 5.936.08± 3.953.29Contrôle     (n=109-137)
20151075Construction
Jours post-inoculation
1011193062aRNAi-MtENOD11 (n=87-107)
0b214303235S-MtENOD11 (n=33-43)
1012181934Contrôle         (n=109-137)
20151075Construction
Jours post-inoculation
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Afin de détecter un éventuel effet de ces constructions sur le processus de nodulation, 
un suivi du nombre de nodules a été réalisé à 5, 7, 10, 15 et 20 jours après inoculation (jpi) 
avec S. meliloti, sur les racines transformées soit avec la construction témoin (vecteur pPEX-
DsRed vide), soit avec la construction 35S-MtENOD11, soit avec la construction RNAi-
MtENOD11. Dès 5 jpi, des nodules sont visibles dans les trois conditions. Globalement, le 
nombre moyen de nodules par racine chez les racines 35S-MtENOD11 et RNAi-MtENOD11 
n'apparaît pas significativement différent de celui des racines témoin (Tableau 3.1A).  En 
revanche, une forte proportion de racines dépourvues de nodules est observée à 5jpi chez les 
racines RNAi-MtENOD11 (62%) en comparaison avec des racines témoin (34%) ou 35S-
MtENOD11 (32%) (Tableau 3.1B), et cette différence est statistiquement significative. Aux 
temps plus tardifs (7, 10, 15 et 20 jpi), les écarts observés avec les témoins ne s'avèrent pas 
significatifs. Par conséquent, ces résultats semblent indiquer que la construction RNAi-
MtENOD11 retarde l’apparition des nodules. Par ailleurs, nous avons constaté l’absence de 
racines dépourvues de nodules chez 35S-MtENOD11 à 20 jpi contrairement aux racines 
témoin et RNAi-MtENOD11, qui présentaient systématiquement 10% des racines sans 
nodules. Cela semble indiquer que la construction 35S-MtENOD11 influence positivement la 
formation de nodules. 
 Comme ces phénotypes de nodulation modifiée ont été observés soit sur les racines 
RNAi-MtENOD11 à des temps précoces (5 jpi), soit sur les racines 35S-MtENOD11 à des 
temps tardifs (20 jpi), nous avons réalisé une analyse qualitative du phénotype de nodulation 
sur ces racines et à ces deux stades. Les racines inoculées avec S. meliloti portant la fusion 
phemA-lacZ ont été observées à la loupe binoculaire et au microscope optique afin d’examiner 
le processus d’infection et la formation des primordia nodulaires (3 - 4 jpi) ainsi que l’aspect 
des nodules (20 jpi). Toutefois, ces observations ne nous ont pas permis d’identifier de 
phénotype d’infection et/ou de nodulation particulier provoqué par les constructions utilisées.  
En parallèle de cette caractérisation du phénotype par microscopie, nous avons voulu 
déterminer si les constructions 35S-MtENOD11 et RNAi-MtENOD11 conduisaient 
respectivement à l’augmentation ou à la diminution des niveaux de transcrits de MtENOD11. 
Cependant, l’expression de MtENOD11 étant associée aux sites d’infection lors de 
l’interaction avec S. meliloti (réponse d’ « infection »), son taux de transcrits mesuré dans un 
extrait total de racines varie en fonction du nombre d’événements infectieux. Ceci complique 
l'interprétation des résultats lorsque la construction utilisée a un impact sur le nombre 
d'infections. Afin de nous affranchir de ce biais, nous avons donc évalué le taux de transcrits 
de MtENOD11 associé à la réponse de « pré-infection », dans des racines transgéniques 
Figure 3.10 : Analyse par qRT-PCR des transcrits de MtENOD11 endogène dans des racines 
transgéniques portant les constructions RNAi-MtENOD11 et 35S-MtENOD11 traitées 24h au FNods 
10-9M
Les réactions PCR sont réalisées sur des ADNc préparés à partir d’ARN totaux extraits de racines 
transgéniques portant les constructions  contrôle, RNAi-MtENOD11 et 35S-MtENOD11 traitées à l’eau 
(blanc) ou aux FNods (bleu) pendant 24h. Les niveaux relatifs des transcrits de MtENOD11 sont normalisés 
par rapport aux transcrits du gène EF1α endogène. 
A: Niveaux de transcrits de MtENOD11 dans les racines contrôles et dans les racines 35S-MtENOD11. Les 
valeurs correspondent à la moyenne des taux de transcrits obtenus au cours deux expériences biologiques où
20 à 40 racines indépendantes ont été prélevées.
B: Niveaux de transcrits de MtENOD11 dans les lots de racines contrôles et de  racines RNAi-MtENOD11 
obtenus au cours de deux expériences biologiques 
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traitées pendant 24h avec des FNods purifiés (RT-PCR quantitative). Comme le montre la 
Figure 3.10A, chez les racines témoin, le niveau de transcrits de MtENOD11 est supérieur 
(facteur d’induction moyen : 21 fois) dans les racines traitées aux FNods à celui détecté dans 
les racines traitées à l’eau. Dans les racines 35S-MtENOD11, le taux de transcrits de 
MtENOD11 (incluant à la fois l’expression du gène endogène et du transgène) est identique 
entre les racines traitées à l’eau et celles traitées aux FNods et ce taux de transcrits est très 
supérieur à celui des racines témoin traitées aux FNods (environ 55 fois) (Figure 3.10A). Ces 
résultats ont été obtenus au cours de deux expériences biologiques indépendantes et à chaque 
fois la forte expression de MtENOD11 dans les racines 35S-MtENOD11 a été observée. En 
revanche, nous avons obtenu des résultats variables d'une expérience à l'autre en ce qui 
concerne l’expression de MtENOD11 dans les racines RNAi-MtENOD11. En effet, comme le 
montre la figure 3.10B, nous observons bien une réduction du taux de transcrits de 
MtENOD11 dans des lots de racines (20 - 40) RNAi-MtENOD11 traitées aux FNods (environ 
2 fois moins que dans les racines témoin) lors de l’expérience biologique n°1, alors que ce 
n’est pas le cas lors de l’expérience biologique n°2. Cette variabilité de la réduction du taux 
de transcrits de MtENOD11 par la construction RNAi-MtENOD11 utilisée ne permet pas de 
corréler de manière fiable le taux de transcrits de MtENOD11 et le phénotype de nodulation 
observé. 
L’ensemble de ces résultats semble indiquer que l’approche RNAi influencerait 
négativement la formation de nodules dans des racines transgéniques, alors que la 
surexpression de MtENOD11 l'influencerait positivement. Par contre, ces expériences ne nous 
ayant pas permis de déterminer plus précisément l’implication de MtENOD11 au cours de la 
nodulation, nous avons décidé de nous concentrer sur l’analyse de lignées de M. truncatula 
mutées dans le gène MtENOD11 (approche « TILLING »). 
 
3- Etude du phénotype de nodulation chez des plantes exprimant des 
versions modifiées de la protéine MtENOD11 
En collaboration avec Christine Lesignor et Richard Thompson (INRA, Dijon), une 
banque « TILLING » de mutants EMS a été criblée afin d’identifier des allèles de MtENOD11 
portant des mutations dans la région codante. Six allèles mutants (enod11-1 à enod11-6) ont 
été identifiés et sélectionnés. Chaque allèle présente une modification ponctuelle d’un 
nucléotide entraînant la substitution d’un acide aminé, sans introduction de codon STOP 
MASFFLYSLGLVFLSALTLVPLGLADKSPSHNMPP NPIYT TPIHK NPTNT PVYNP
I
PIYKP PPTYK PPIKK QPINK SPNKK PLLLK PPLPK PPHKE PPSRK RPINT
S     S      L                S
PPDKK PPLLK PPFPK PPQKK PPSRK RPINT PPNKK PPLPK PPVNK PPHKK
S
PSNKR PPPYGNQPPPSIHF
enod11-1
enod11-2 enod11-3 enod11-4 enod11-5
enod11-6
P147SC440THétérozygote7877enod11-6
P81SC241THétérozygote*6385enod11-5
P67SC199THétérozygote5084enod11-4
P61LC182THétérozygote7436enod11-3
P56SC166THomozygote7528enod11-2
T45IC122THétérozygote7877enod11-1
Changement 
d'acide aminé
Changement 
de 
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N°
plante 
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Allèle
Figure 3.11 : Nature des mutations du gène MtENOD11 dans les mutants TILLING enod11 et 
changements correspondants d’acides aminés dans la séquence protéique 
Dans la séquence protéique, le peptide signal est indiqué en bleu et les motifs pentamériques sont soulignés. 
Les acides aminés de l'allèle sauvage sont représentés en gras et ceux des allèles mutants en rouge. (*) 
Mutation détectée au départ comme homozygote
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prématuré (Figure 3.11). Parmi ces six mutants, les lignées enod11-2  et enod11-5 avaient été 
identifiées comme portant une mutation à l’état homozygote, ce qui nous a engagés à analyser 
leur phénotype en priorité. Concernant enod11-1, nous n’avons pas pu retrouver de plante 
portant l’allèle mutant, pas même à l’état hétérozygote, à la position nucléotidique 122 
initialement repérée. L’obtention de lignées homozygotes pour les autres allèles mutants 
enod11 (-3, -4 et -6) est en cours. 
Afin de déterminer si le mutant enod11-2 présentait un phénotype de nodulation 
particulier, des plantes enod11-2 (10 individus de génération M4) ont été cultivées sur boîtes 
de Petri et inoculées par S. meliloti portant la fusion phemA-LacZ. Le nombre de nodules a été 
observé à 4, 5, 6, 11 et 14 jpi, puis les racines ont été prélevées à 14 jpi et colorées pour 
l’activité β-galactosidase afin d’y localiser les bactéries. Alors que des nodules sont visibles 
dans ces conditions dès 4 jpi sur les racines sauvages, aucun nodule n’a été observé chez 
enod11-2 (Figure 3.12). Par la suite, des nodules apparaisent sur les racines du mutant, mais 
ils sont moins nombreux globalement que sur les racines sauvages. Pourtant, à 14jpi, ces 
nodules semblent être autant développés que les nodules des plantes sauvages (non montré). 
Ces résultats semblent indiquer que le mutant enod11-2 est affecté dans la cinétique et la 
densité de nodulation. Cependant, ces résultats sont encore préliminaires et une analyse plus 
détaillée des événements d’infection et de nodulation devra être réalisée sur les descendances 
issues de rétro-croisement.  
Une analyse phénotypique similaire à celle du mutant enod11-2 a été réalisée avec le 
mutant enod11-5. Comme toutes les plantes M3 et M4 étudiées chez ce mutant présentaient 
un phénotype évident de blocage précoce dans le processus infectieux, nous avons poursuivi 
son analyse sur des descendances F2 issues d'un rétrocroisement avec le génotype sauvage 
A17. La ségrégation de ce phénotype mutant que nous avons pu observer au sein de la 
descendance F2 correspond à celle d'une mutation monogénique récessive (sauvage : mutant, 
3:1). Cependant le génotypage (séquençage de la séquence codante de MtENOD11) d'environ 
30 plantes F2 à phénotype mutant et de 30 plantes F2 à phénotype sauvage a montré que 
l'allèle enod11-5 ségrégeait indépendamment du phénotype de nodulation. De plus, certaines 
plantes F1 issues de ce rétrocroisement se sont avérées dépourvues de l'allèle enod11-5, 
révélant ainsi que la lignée M3 initiale enod11-5 portait la mutation enod11-5 à l'état 
hétérozygote, et non pas homozygote. Les descendances F2 de ces F1 se sont avérées, de 
façon cohérente, également dépourvues de l'allèle enod11-5, malgré la présence d'environ 25 
% de mutants de nodulation. L'ensemble de ces résultats nous a ainsi permis de conclure que 
le phénotype de nodulation observé n’est pas lié à une mutation dans le gène MtENOD11, 
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Figure 3.12 : Nodulation chez le mutant enod11-2 au cours de l’interaction avec S. meliloti
Les plantes sauvages (en bleu) et mutantes enod11-2 (en rose) ont été cultivées en boîtes de Petri (Matériel 
et Méthodes) et ont été inoculées avec S. meliloti portant la fusion phemA-LacZ. Le graphe indique le 
nombre moyen de nodules comptés par plante et les barres d'erreur indiquent l’écart-type (n=10).
Plantes sauvages
enod11-2
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mais à une mutation dans un autre gène ne présentant pas de lien génétique avec enod11-5. 
Au delà de cette conclusion négative, l’analyse de plantes portant la mutation enod11-5 à 
l’état homozygote et dépourvues de l'autre mutation reste à réaliser, afin de déterminer un 
éventuel impact, plus discret, de l'allèle enod11-5 sur le processus de nodulation. 
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1-Identification et caractérisation d’api, un nouveau mutant de M. 
truncatula impliqué dans le processus d’infection lors de l’interaction avec 
S. meliloti 
Lors du crible de mutants initié dans l’équipe, nous avons identifié le mutant 
symbiotique T1-3 caractérisé par la formation de nombreux primordia nodulaires non envahis 
par les bactéries. L’analyse des descendances des rétrocroisements et des croisements avec 
d’autres mutants (tests d’allélisme) a montré que T1-3 est un double mutant symbiotique qui 
porte des mutations à la fois dans le locus NIP (Veereshlingam et al., 2004 ; Bright et al., 
2005) et dans un nouveau locus appelé par la suite API. En nous basant sur la ségrégation des 
phénotypes de nodulation et racinaire, nous avons pu isoler les simples mutants nip-3 et api, 
que nous avons ensuite caractérisés. Le travail réalisé sur le mutant nip-3, qui a fait l'objet 
d'une analyse moins détaillée que celle du mutant api, est discuté en premier. 
1.1-Le mutant nip-3 est un nouvel allèle des mutants nip (nip-1) et latd (nip-2) 
Le mutant nip-3, que nous avons isolé pendant la thèse, forme de petits nodules au 
centre desquels quelques cellules sont infectées par les bactéries. De manière cohérente, nous 
avons montré que ce mutant est capable de fixer faiblement l’azote atmosphérique. Les 
mutants nip-1 et nip-2, qui ne sont pas capables de fixer l’azote atmosphérique, forment des 
primordia nodulaires dans lesquels les cordons d’infection ne libèrent que très rarement les 
bactéries dans les cellules du nodule (Veereshlingam et al., 2004 ; Bright et al., 2005). Il 
semble donc que le mutant nip-3 forme des nodules un peu plus avancés dans leur 
développement que ceux des mutants nip-1 et nip-2 caractérisés antérieurement. En revanche, 
nous avons observé, comme cela a été décrit pour le mutant nip-1, de l’auto-fluorescence dans 
les cellules périphériques des primordia nodulaires de nip-3, suggérant la présence de 
composés polyphénoliques résultants de l’activation des réponses de défense de la plante 
(Veereshlingam et al., 2004). Ce type d'accumulation de composés phénoliques a également 
été décrit pour les mutants Mtsym1 et crinkle (Benaben et al., 1995 ; Tansengco et al., 2003), 
indiquant que de telles réactions de défense ne sont pas rares chez les mutants altérés dans le 
processus d’infection. 
Nous avons aussi montré que le mutant nip-3 présente une croissance réduite des 
racines latérales alors que la racine principale semble croître normalement. D’une manière 
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similaire, chez les mutants nip-1 et nip-2, le développement des racines latérales est souvent 
arrêté au stade du primordium racinaire (Veereshlingam et al., 2004 ; Bright et al., 2005). Par 
ailleurs, une analyse détaillée de la croissance racinaire du mutant nip-2 a montré qu’au delà 
de 10 jours de culture, la taille de la racine principale est inférieure à celle d’une plante 
sauvage et qu’au-delà de 20 jours la croissance de la racine principale est arrêtée (Bright et 
al., 2005). Ce défaut de croissance racinaire, à la fois des racines latérales et de la racine 
principale, est corrélé avec des apex racinaires anormaux présentant une désorganisation 
cellulaire de la coiffe, du méristème apical et de la zone d’élongation (Bright et al., 2005). Les 
auteurs ont ainsi conclu que NIP/LATD est impliqué dans le maintien du méristème apical 
racinaire de la racine principale, des racines latérales et également du méristème nodulaire. 
Des travaux plus récents ont montré que l’ajout d’ABA à des plantes nip-2/latd permet de 
restaurer une organisation cellulaire normale du méristème racinaire, de la coiffe et de la zone 
d’élongation ainsi qu’une croissance racinaire équivalente à celle des plantes sauvages dans 
les mêmes conditions (Liang et al., 2007). Comme il a été montré que l'ABA stimule le 
développement des racines latérales chez les légumineuses (Liang et Harris, 2005), la 
restauration du phénotype racinaire de nip-2 par l’ABA suggère que le mutant est altéré soit 
dans la synthèse de l’ABA, soit dans sa sensibilité à l'ABA. Or, après avoir montré que les 
taux d’ABA endogènes étaient normaux chez nip-2, les auteurs ont montré que le mutant nip-
2 a une sensibilité réduite à l’ABA dans les processus de germination des graines et de 
fermeture des stomates (Liang et al., 2007), ce qui soutient la seconde hypothèse. Cependant, 
l’ajout d’ABA ne permet pas de restaurer une nodulation normale chez nip-2. Plusieurs études 
ont montré que l’ajout exogène d’ABA inhibe la formation des nodules et il a été proposé que 
l’ABA interviendrait dans la régulation négative du nombre de nodules  (Ferguson et 
Mathesius, 2003 ; Suzuki et al., 2004 ; Nakatsukasa- Akune et al., 2005). Chez Trifolium 
repens, il a également été montré que l’ABA inhibe la formation des cordons d’infection dans 
les poils absorbants, mais le lien avec l’action inhibitrice de l’ABA sur le nombre de nodules 
n’a pas été établi (Suzuki et al., 2004). Cependant, il a été proposé par Ferguson et Mathesius 
(2003) qu’au delà de son rôle inhibiteur sur l’initiation de la nodulation l’ABA pourrait 
réguler positivement le développement et la croissance du nodule. Etant donné que les 
nodules sont correctement initiés chez nip-2, il a été proposé que NIP interviendrait plus 
tardivement dans le développement du nodule en réponse à une action promotrice de l’ABA à 
ce stade (Liang et al., 2007). En conclusion, il serait donc intéressant d’examiner si le mutant 
nip-3 répond à l'ABA comme l'allèle nip-2. Par ailleurs, le clonage en cours du gène NIP et 
l'étude de la variabilité phénotypique entre les trois allèles mutants nip (en collaboration avec 
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Rebecca Dickstein et Jeanne Harris) devrait permettre de progresser quant au rôle moléculaire 
de ce gène dans le développement racinaire, le processus de nodulation et la signalisation de 
l’acide abscissique. 
1.2-API est un nouveau locus impliqué dans l’infection tout au long de l’interaction 
symbiotique ente M. truncatula et S. meliloti 
1.2.1-Le mutant api est bloqué dans la progression des cordons d’infection et forme de 
nombreux primordia nodulaires non infectés 
L’étape d’infection qui est la plus fortement inhibée chez le mutant api est la 
progression des cordons d’infection du cortex externe vers le primordium nodulaire en 
développement. En effet, la majorité des cordons d’infection qui pénètrent à l’intérieur du 
cortex voient leur croissance arrêtée dans la dernière assise cellulaire corticale encore située à 
l’extérieur du primordium nodulaire suite à l’inoculation de S. meiloti. De façon 
concomitante, la croissance du primordium nodulaire est très fortement ralentie ou arrêtée. 
D'autre part, alors que chez les plantes sauvages les nodules sont formés sur une zone limitée 
de la racine, nous avons montré que chez api de nombreux primordia nodulaires non envahis 
sont formés sur une zone plus étendue de la racine, et ce de façon continue au cours de la 
croissance du système racinaire. Une telle production continue de primordia nodulaires a 
également été décrite chez des mutants dont le processus d’infection est altéré, comme par 
exemple chez les mutants de M. truncatula nip-1 et lin (Veereshlingam et al., 2004 ; 
Kuppusamy et al., 2004). Ce phénotype suggère que des processus régulant le nombre de 
nodules formés sont affectés chez api.  
Chez M. truncatula¸ la plante régule le nombre de nodules par au moins deux 
mécanismes distincts. Le premier mécanisme implique le gène SUNN qui code pour un 
récepteur kinase à domaines extracellulaires riches en leucine (Schnabel et al., 2005). Le 
mutant sunn est caractérisé par la formation de nombreux nodules sur une zone plus étendue 
de la racine (Penmetsa et al., 2003). Ce mutant est défaillant dans le mécanisme 
d’autorégulation de la nodulation proposé par Caetano-Anollés et Gresshoff (1991) qui repose 
sur le principe que la formation des premiers nodules induit de façon systémique la 
suppression de nouveau événements de nodulation sur les régions plus jeunes du système 
racinaire. Chez api, il est possible que l'absence observée de suppression de la nodulation, 
conduisant à l’initiation continue de nouveaux foyers de divisions cellulaires, résulte de la 
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formation retardée d'un nombre réduit de nodules matures, plutôt que d'une implication 
directe du gène API dans les mécanismes d'autorégulation.  
Le second mécanisme de régulation du nombre de nodules implique l’éthylène, qui a un 
rôle négatif dans la régulation de la persistance des infections par S. meliloti. En effet, 
l’insensibilité à l’éthylène, telle que celle causée par la mutation dans le gène MtSkl1, 
orthologue au gène EIN2 d’A. thaliana (Penmetsa et al., 2008), provoque une forte 
augmentation de la persistance de l’infection, résultant en un phénomène d’hypernodulation 
dans la zone primaire de nodulation (Penmetsa et Cook, 1997). Par ailleurs, l’ajout 
d’antagoniste (AVG) ou de précurseur (ACC) de la synthèse d’éthylène augmente ou 
diminue, respectivement, l’infection par S. meliloti (Oldroyd et al., 2001). Comme chez api 
les infections ne parviennent pas à progresser vers les primordia nodulaires, nous avons émis 
l’hypothèse que ce phénotype pourrait résulter d'une inhibition accrue des infections, 
impliquant l’éthylène. Des croisements entre api et sickle ont donc été réalisés afin d’évaluer 
chez le double mutant api sickle si l’insensibilité à l'éthylène permet de restaurer la 
progression des cordons d’infection dans les primordia nodulaires. Or, bien que ce double 
mutant forme cinq fois plus de primordia nodulaires que chez le simple mutant api, la quasi-
totalité des infections reste toujours bloquée dans les cellules corticales situées à l’extérieur 
des primordia nodulaires. Ce phénotype est très différent du témoin simple mutant sickle, chez 
lequel la fréquence d’invasion des primordia nodulaires avoisine les 100% (voir aussi 
Penmetsa et Cook, 1997). Ces résultats indiquent donc que le phénotype 
d'infection/nodulation d'api ne résulte pas d'une inhibition faisant intervenir l’éthylène. 
Inversement, nous avons été amenés à rechercher chez api une déficience éventuelle de la 
biosynthèse d'éthylène, en particulier pour tenter d'expliquer le phénotype court des poils 
absorbants. Pour cela nous avons traité les plantes api avec de l’ACC ou de l'AVG et avons 
observé que ces molécules n'atténuent pas notablement le phénotype mutant d'api pour le 
développement des poils et pour la nodulation. En conclusion, l’ensemble de nos résultats 
suggère que la signalisation de l’éthylène n’est pas impliquée dans l’expression du phénotype 
symbiotique d’api et qu’api n’est pas altéré dans l’ensemble des réponses à l’éthylène. Par 
conséquent, il est peu probable que la fonction d’API ait un lien rapproché avec le 
métabolisme ou la signalisation de l’éthylène. 
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1.2.2-L’infection est anormale chez api à plusieurs étapes du processus de nodulation 
Une caractéristique importante observée chez le mutant api est que des défauts 
d’infection sont visibles à différents stades : à une étape très précoce, lors de l’initiation de 
l’infection, puis plus tard, lors de la progression du cordon d’infection vers le primordium 
nodulaire en formation, et enfin à des étapes plus tardives, lors de la colonisation des rares 
nodules. Lors de l’initiation de l’infection les bactéries induisent la courbure du poil absorbant 
et, même chez les plantes sauvages, une partie des infections s’arrête à cette étape. Nous 
avons montré que chez api, une forte proportion des infections (trois fois plus que chez la 
plante sauvage) est arrêtée à ce stade et que les micro-colonies bactériennes formées dans ces 
courbures de poils sont plus volumineuses chez le mutant api que chez la plante sauvage. Ces 
résultats suggèrent que la mutation api affecte une étape précoce de l’infection nécessaire à 
l’initiation des cordons d’infection. Des mutants affectés dans l’initiation des cordons 
d’infection ont été décrits chez M. truncatula et chez L. japonicus  comme par exemple les 
mutants hcl, nin, Ljsym6,  itd 1, itd2, itd3 et itd4 (Catoira et al., 2001 ; Smit et al., 2007 ; 
Schauser et al., 1999 ; Marsh et al., 2007 ; Lombardo et al., 2006 ; Yano et al., 2006 ; Sandal 
et al., 2006)  
Ensuite, la grande majorité des cordons d’infection qui ont été initiés chez api, sont 
bloqués dans les tissus corticaux externes localisés juste au-dessus des primordia nodulaires. 
Ce blocage est associé à la formation de larges structures d’infection en forme de poches 
caractérisées par des parois épaisses, une matrice à densité électronique faible et un aspect 
nécrotique des bactéries. De plus, bien qu'aucune structure d’infection n’ait été décelée dans 
les cellules sous-jacentes, on peut cependant observer la présence de bactéries à l’état libre et 
à forte densité dans l’ensemble du volume interne de quelques-unes de ces cellules, ou dans 
les espaces intercellulaires voisins. Ces observations indiquent que la progression confinée 
des bactéries s’arrête bien au niveau des poches d’infection, mais que cela n'empêche pas une 
colonisation supplémentaire du front d'infection par des bactéries libres. Il est intéressant de 
noter que les cellules qui sont totalement envahies par des bactéries à l’état libre ne semblent 
pas présenter de symptômes de défense tels que l’accumulation de composés phénoliques 
décrite chez les mutants nip-1, crinkle et Mtsym1 (Veereshlingam et al., 2004 ; Benaben et al. 
1995 ; Tansengco et al., 2003). En revanche, les analyses ultra-structurales par microscopie 
électronique réalisées à 3jpi ont montré que d’importantes appositions pariétales entourent les 
cordons d’infections chez api. Ces appositions pariétales autour des cordons d’infection ont 
été décrites chez plusieurs mutants végétaux, tels que chez le pois, RisFixV et sym33 ou chez 
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M. truncatula, Mtsym1, ou chez des plantes sauvages de Phaseolus vulgaris inoculées avec un 
mutant bactérien produisant des liposaccharides modifiés (Novak et al., 1995 ; Tsyganov et 
al., 1998 ; Benaben et al., 1995 ; Noel et al., 1986). Tsyganov et al. (1998) ont proposé que 
ces appositions pariétales représentent des réactions de défenses de la plante. Chez api, la 
propagation notable de bactéries à l'état libre et la faiblesse des symptômes de défense par 
rapport à d’autres mutants végétaux d’infection, peuvent suggérer que l’induction et/ou la 
mise en œuvre des réactions de défenses sont atténuées chez ce mutant. Lohar et al. (2006) 
ont montré par une analyse transcriptomique que de nombreux gènes de défense sont d’abord 
surexprimés au cours des étapes précoces de l’interaction, puis ensuite sous-exprimés lors de 
l’infection. Afin de déterminer si des réactions de défense sont induites chez le mutant api¸ il 
serait intéressant de tester l’expression des gènes de défense décrits dans les travaux de Lohar 
et al. (2006).  
Nos observations ont montré qu’une faible proportion des cordons d’infection (entre 3 
et 10%), bien que présentant des anomalies (poches d'infection), parvient à pénétrer dans les 
primordia nodulaires chez le mutant api et que dans ce cas des nodules fixateurs d’azote se 
développent. La formation de petits nodules blancs non envahis par les bactéries et de 
quelques nodules plus développés et envahis a été décrite chez des mutants du lotier et de M. 
truncatula, qui sont défaillants soit dans l’organogenèse nodulaire (crinkle et alb1), soit dans 
la différenciation des bactéries en bactéroïdes fixateurs d’azote (Benaben et al., 1995 ; 
Tansengco et al., 2003 ; Imaizumi-Anraku et al., 1997). Nous avons observés chez api que les 
nodules les plus développés apparaissent dans la même zone de nodulation que les primordia 
nodulaires non envahis. En revanche, leur développement est retardé par rapport aux nodules 
de plantes sauvages. Il est probable que le délai d’apparition de ces nodules soit une 
conséquence d’un blocage transitoire du processus d’infection, blocage qui une fois dépassé 
permet la formation de nodules fixateurs d’azote. Le fait que le mutant api forme quelques 
nodules fixateurs d’azote suggère fortement que ce mutant n’est ni déficient dans le processus 
d’organogenèse nodulaire, ni dans la différenciation des bactéries en bactéroïdes fixateurs 
d’azote. Cependant, bien que les nodules d’api présentent une structure en zones comparable 
à celle de nodules de plantes sauvages, ces nodules sont caractérisés par la présence de 
structures d’infection en forme de sac et par une plus faible proportion de cellules infectées. 
Nous avons également montré que la fixation d’azote est réduite chez le mutant api ce qui 
semble cohérent avec la faible proportion de cellules infectées. Néanmoins nous ne pouvons 
pas exclure qu’il existe chez ce mutant un problème dans l’activité fixatrice elle-même. Ces 
observations montrent que la colonisation des cellules du nodule par les cordons d’infection 
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est altérée chez le mutant api, suggérant que le principal défaut du mutant api réside dans le 
processus d’infection. De l'ensemble de ces résultats nous avons déduit que le gène API 
pourrait jouer un rôle dans l’initiation et le maintien de l’infection tout au long du processus 
de nodulation. 
1.2.3- api a un phénotype d’infection unique et correspond à un nouveau locus 
Le principal phénotype symbiotique du mutant api est le blocage des cordons 
d’infection au-dessus des primordia nodulaires. Nous avons montré que ce phénotype est 
nouveau en comparaison d’autres mutants d’infection décrits chez le pois, le lotier et M. 
truncatula chez lesquels les cordons d’infection sont généralement bloqués dans l’épiderme 
racinaire ou dans l’assise corticale sous-jacente, ou bien à des étapes plus tardives lors de la 
libération des bactéries dans le jeune nodule (voir Figure 4.1, Tsyganov et al., 2002). En 
outre, aucun des mutants bactériens décrits à ce jour n’entraîne un phénotype symbiotique 
similaire à celui d’api (Fraysse et al., 2003 ; Jamet et al., 2007 ; Jones et al., 2007). Par 
ailleurs, le phénotype symbiotique d’api ne ressemble pas davantage à ceux observés dans les 
expériences de réduction d’expression par RNAi ou de surexpression visant à examiner le rôle 
de divers gènes de la plante hôte (par exemple, MtNFP, Arrighi et al., 2006, MtDMI2, 
Limpens et al., 2005 ; MtDMI3, Godfroy et al., 2006 ; MtLYK3, Limpens et al., 2003 ; 
SrSymRK, Capoen et al., 2005 ; MtHAP2.1, Combier et al., 2006 ; MtMMPL1, Combier et al., 
2007, MtCRE1, Gonzales-Rizzo et al., 2006, MtCDPK1, Ivashuta et al., 2005). Ainsi, api 
remplit un vide dans la séquence connue des phénotypes de mutants d’infection. Suivant le 
code phénotypique décrit par Tsyganov et al. (2002) pour le développement des cordons 
d’infection chez le pois, le phénotype majeur d’api peut être défini comme un blocage entre le 
stade Itr (pour infection thread differentiation inside root cortical cells) et le stade Itn (pour 
Infection thread differentiation inside the nodule tissues). Par conséquent, nous proposons 
d’ajouter à ce code le stade Api (pour Altered nodule primordium invasion) afin d’intégrer le 
phénotype d’infection d’api.  
Nos données génétiques montrent qu’api est un nouveau locus mutant, positionné sur le 
bras supérieur du groupe de liaison 4 de M. truncatula. Comme mentionné dans le paragraphe 
précédent, le principal phénotype symbiotique d’api semble remplir un vide entre les mutants 
dont le processus d’infection est arrêté dans les assises cellulaires externes et ceux déficients 
dans la libération des bactéries dans les cellules du nodule. Afin de positionner le stade 
d'intervention du gène API par rapport à ceux d’autres gènes symbiotiques, nous avons réalisé 
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des croisements entre api et des mutants dont les gènes correspondants sont en théorie 
impliqués dans le processus de nodulation soit plus précocement, tels que bit1 et lin, ou plus 
tardivement qu’API, tels que Mtsym18, dnf1, dnf2, dnf3 et dnf6. Le mutant lin montre un 
nombre réduit d’infections et des cordons d’infection bloqués dans l’épiderme racinaire tandis 
que le mutant bit1 forme des cordons d’infection qui avortent dans l’épiderme ou le cortex 
externe de la racine (Veereshlingam et al., 2004 ; Middleton et al., 2007). Or les doubles 
mutants issus des croisements entre api et lin ou bit1 montrent le phénotype symbiotique de 
lin ou bit1 respectivement, ce qui indique que les gènes LIN et BIT1/ERN1 agissent en amont 
d’API. De la même manière, les doubles mutants issus de croisement entre api et des mutants 
qui forment des nodules envahis  mais non fixateurs d’azote (Mtsym18, dnf1, dnf2, dnf3 et 
dnf6) (Morandi et al., 2005 ; Starker et al., 2006) montrent le phénotype d’api, suggérant 
qu’API agit en amont de ces gènes. De plus, le double mutant api nip-3 (représenté par le 
mutant initial T1-3 et par une lignée que nous avons isolée après un rétrocroisement) a le 
même phénotype qu’api, ce qui suggère qu’API agit en amont de NIP. Par conséquent, à 
partir des phénotypes des simples et des doubles mutants analysés dans cette étude, nous 
proposons la position suivante d’API dans la séquence de gènes requis pour l’infection ou le 
processus de maturation du nodule : [BIT1/ERN1, LIN] → API→ [NIP/LATD, MtSYM18, 
DNF1, DNF2, DNF3, DNF6]. De plus, il a été proposé par Veereshlingam et al. (2004) que 
NIP/LATD agit en amont des gènes DNF et par Mitra et Long (2004) que DNF1 agit en amont 
de DNF2, DNF3 et DNF6.  
1.3-Quel rôle pour API au cours de l’infection rhizobienne ? 
1.3.1- Quelle relation peut-il exister entre le phénotype d’infection et le phénotype des 
poils absorbants d’api ? 
Les anomalies observées dans l’initiation, la morphologie et la cinétique de croissance 
de cordons d’infection suggèrent que la mutation api affecte un composant qui est important 
tout au long du processus de nodulation. En outre, le mutant api est également caractérisé par 
un défaut de développement des poils absorbants dont la longueur n’atteint que 40 à 50% de 
celle des poils absorbants sauvages. Le lien génétique très fort observé entre le phénotype 
d’infection et le phénotype des poils absorbants chez api laisse penser que ces deux 
phénotypes sont causés par la mutation d'un même gène. Cependant, cela ne pourra être 
confirmé que lorsque le gène API sera cloné et le mutant complémenté. Le mutant crinkle du 
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lotier, dont les cordons d’infection sont bloqués dans l’épiderme racinaire, présente des poils 
absorbants gonflés à leur base, des trichomes ondulés ou froissés et de petites gousses avec 
peu de graines (Tansengco et al., 2003). Les auteurs ont montré que le développement du 
grain de pollen et la croissance du tube pollinique sont altérés chez ce mutant, ce qui résulte 
en une réduction du nombre d’ovules fécondés suite à la pollinisation (Tansengco et al., 
2004). Il semblerait donc que le produit du gène CRINKLE soit impliqué dans le processus 
d’infection et dans le développement et le fonctionnement du gamétophyte mâle (Tansengco 
et al., 2004). Chez api, nous n’avons pas observé de phénotype particulier au niveau du 
remplissage des gousses et de la quantité totale de graines produites, ni au niveau de la 
morphologie des trichomes. Il semblerait donc que le phénotype d’api soit restreint au tissu 
racinaire en conditions non-symbiotiques ou lors de l’interaction avec S. meliloti. 
Les poils absorbants, comme les trichomes et les grains de pollen en germination, sont 
des cellules qui s’allongent par un processus de croissance apicale. Les cordons d’infection 
qui se développent dans les poils absorbants en croissance ont également une croissance 
apicale et il a été proposé que les cordons s’allongent en utilisant au moins une partie de la 
machinerie cellulaire qui supporte normalement la croissance des poils absorbants (Gage et 
al., 2004). Etant donné que le mutant api est altéré à la fois tout au long du processus 
d’infection et dans le développement des poils absorbants, il est possible que le gène API 
assure une fonction commune aux deux processus. Bien évidemment, de nombreuses 
fonctions pourraient être évoquées à ce titre et, à ce jour, nous ne disposons pas d’indices 
particuliers pour cibler une fonction précise. L'une d'entre elles, le rôle du cytosquelette dans 
le développement des poils absorbants et lors de l’infection, est bien documentée. Le 
cytosquelette joue un rôle primordial dans le développement et la croissance des poils (pour 
revue voir Ishida et al., 2008 ; Sieberer et al., 2005). Bien que les filaments d’actine semblent 
être impliqués dans la réorientation de la croissance des poils absorbants induite par les 
FNods (Cardenas et al., 1998 ; de Ruijter et al., 1999), leur rôle dans la croissance ou la 
progression du cordon d’infection n’est pas établi. En revanche, plusieurs observations 
semblent indiquer un rôle des microtubules dans l’initiation et la progression du cordon 
d’infection. En effet, la préparation des poils absorbants à l’infection est associée avec un 
réarrangement des microtubules, qui vont progressivement s’organiser en faisceaux et 
converger vers le centre de la courbure du poil (Timmers et al., 1999). Lorsque l’infection 
commence, les microtubules forment un réseau dense qui d’une part entoure le cordon 
d’infection et, d’autre part, le connecte au noyau (Timmers et al., 1999). Chez le mutant hcl, 
qui est déficient dans la courbure du poil autour d’une micro-colonie bactérienne et dans 
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l’initiation de cordon d’infection, la réorganisation des microtubules associée à l’infection 
n’est pas observée (Catoira et al., 2001), indiquant que les microtubules sont impliqués, 
directement ou indirectement, dans le développement du cordon d’infection. Comme chez api 
un nombre important d’infections restent bloquées au stade de la courbure en crosse de 
berger, nous pouvons nous demander si le réseau de microtubules est normal chez ce mutant. 
Cependant, quand l’infection est initiée chez api, la progression du cordon d’infection dans le 
poil absorbant semble normale, suggérant que le réseau de microtubules reste fonctionnel 
dans les poils infectés.  
Diverses hormones sont impliquées dans le développement des poils et dans 
l’interaction légumineuses / Rhizobia (Ishida et al., 2008, Ferguson et Mathesius, 2003). 
L’éthylène est connu pour jouer un rôle central dans la régulation des infections (Goormachtig 
et al., 2004 ; Guinel et Geil, 2002 ; Mulder et al., 2005 ; Oldroyd et al., 2001 ; Penmetsa et 
Cook, 1997) ainsi que dans le développement des poils absorbants (Bibikova et Gilroy, 2003). 
Néanmoins, nos expériences menées chez api indiquent que l’éthylène ne semble pas 
impliqué dans le phénotype des poils absorbants. D’autre part, il a été décrit que latd (nip-2) 
est également altéré dans le développement des poils absorbants et que l’ajout d’ABA 
supprime ce phénotype (Bright et al., 2005, Liang et al., 2007). Cependant, chez api, l’ajout 
d’ABA ne semble pas supprimer le phénotype des poils racinaires (résultats préliminaires non 
montrés). 
Nos résultats et nos observations préliminaires ne nous ont pas encore permis de 
déterminer un lien fonctionnel entre le phénotype symbiotique et le phénotype non-
symbiotique d’api. Une analyse détaillée du phénotype des poils, incluant un suivi précis 
morphologique et cinétique de leur croissance, devrait nous permettre de préciser quelles sont 
les étapes perturbées qui résultent dans le phénotype de poils courts. Par ailleurs, le clonage 
du gène API devrait nous permettre d’identifier un nouveau déterminant moléculaire impliqué 
à la fois dans le développement des poils absorbants et dans le processus d’infection lors de 
l’interaction avec S. meliloti. 
1.3.2-API est il impliqué dans la formation et/ou la progression du cordon d'infection ? 
Les analyses en microscopie électronique à transmission des poches d’infection 
observées chez api ont montré que la matrice de ces poches présente une faible densité aux 
électrons en comparaison de la matrice observée dans des cordons d’infection chez les plantes 
sauvages. La matrice du cordon d’infection est normalement constituée à la fois de composés 
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végétaux tels que des glycoprotéines et des extensines (Rae et al., 1992 ; Rathbun et al., 2002) 
ainsi que de composés bactériens tels que des exopolysaccharides et des lipopolysaccharides 
de surface (Cheng et Walker, 1998 ; Gage et Margolin, 2000).Il a été proposé par Brewin 
(2004) que l’extension du cordon d’infection pourrait dépendre de la sécrétion de 
glycoprotéines dans la lumière du cordon et de la multiplication des bactéries à l’apex du 
cordon d’infection (Brewin, 2004). Un changement de la composition de la matrice du cordon 
pourrait donc avoir un effet sur la croissance du cordon et peut-être conduire à des structures 
d’infection anormales. Il est ainsi possible que cette matrice à faible densité soit d’origine 
végétale et le produit du gène API pourrait dans ce cas correspondre à une protéine de la 
matrice du cordon.  
Cependant cette matrice à faible densité électronique pourrait également être d’origine 
bactérienne. En effet, il semble que la matrice à faible densité électronique dans les poches 
d’infection est associée aux bactéries. Cette couche de faible densité électronique pourrait 
correspondre à des exopolysaccharides (EPS) comme cela a été décrit par Gao et al. (2001) 
dans le cadre de l’interaction entre Sesbania rostrata et  Azorhizobium caulinodans. Les EPS 
sont essentiels pour la formation de cordons d’infection chez des plantes produisant des 
nodules indéterminés. En effet, les mutants bactériens altérés dans la production d’EPS et en 
particulier de succinoglycanes (mutants exo-), induisent des nodules non envahis. Des études 
détaillées utilisant des souches de S. meliloti exprimant une protéine de fusion GFP ont 
montré que ces mutants bactériens induisent le recourbement des poils mais sont affectés dans 
l’initiation ou la progression des cordons d’infection (Cheng et Walker, 1998). De plus, les 
EPS semblent également jouer un rôle dans la suppression des défenses de la plante (pour 
revue voir Fraysse et al., 2003). Par exemple, chez M. sativa, l’inoculation avec un mutant 
bactérien déficient dans la production d’EPS entraîne une accumulation des composés 
phénoliques associés à la paroi des cellules du cortex (Niehaus et al., 1993). Par ailleurs, il a 
été proposé que la production d’EPS par A. caulinodans pourrait former une couche 
protectrice qui préviendrait la pénétration de peroxyde d’hydrogène (H2O2), produit lors des 
étapes précoces de l’interaction symbiotique, et qui est toxique pour les bactérie (D’Haeze et 
al., 2004). Enfin, une analyse de transcriptome réalisée chez des plantes de M. truncatula  
inoculées, soit avec une souche bactérienne sauvage, soit avec le mutant bactérien exoY, 
bloqué dans la synthèse de succinoglycanes, précurseurs des EPS, a montré que de nombreux 
gènes de défenses sont induits lors de l’interaction avec le mutant bactérien (Jones et al., 
2008). Bien que les EPS semblent jouer un rôle primordial au cours de l’interaction 
symbiotique, les mécanismes végétaux impliqués dans la reconnaissance de ces molécules ne 
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sont pas connus. Chez le mutant api, le processus d’infection est défaillant et des appositions 
pariétales, pouvant correspondre à des réactions de défense, ont été observées. Comme les 
EPS sont impliqués dans la formation des cordons d’infection et dans la suppression des 
réponses de défense, nous pouvons nous demander si API joue un rôle dans les mécanismes 
de reconnaissance des EPS. Ainsi, l’abolition de l’expression de ce gène conduirait à un 
processus infectieux anormal et à une absence de suppression des réponses de défense de la 
plante ; et la surproduction d’EPS par les bactéries dans les poches d’infection serait une 
conséquence de l’absence de reconnaissance des EPS par la plante. Afin d’explorer ce rôle 
éventuel d’API dans la reconnaissance des EPS, il faudra vérifier que la matrice à faible 
densité autour des bactéries correspond réellement à des EPS (par exemple par une coloration 
au rouge de ruthenium; Mutaftschiev et al., 1982), ainsi qu’évaluer quels sont les gènes de 
défenses induits au cours de l’interaction symbiotique, éventuellement par une analyse 
transcriptomique (voir plus bas). 
Quelles que soient les altérations moléculaires, cellulaires ou physiologiques causées 
par la mutation, le phénotype d’infection d’api suggère qu’il y a un point de contrôle critique 
pour l’entrée des cordons d’infection dans le primordium nodulaire. Il est probable que le 
produit du gène API joue un rôle essentiel à cette étape du processus d’infection. Il est 
également possible qu’il existe une fenêtre de temps limitée pendant laquelle les cordons 
d’infection peuvent pénétrer dans le primordium. Ainsi, il a été proposé par Timmers et al. 
(1999) que pour une infection réussie chez une plante sauvage de Medicago spp, les cordons 
d’infection doivent pénétrer le primordium nodulaire avant la formation du méristème 
nodulaire. Il est donc possible que le blocage de l’infection chez api soit une conséquence 
indirecte d’un retard dans le processus de croissance des cordons d’infection qui ne 
parviendraient pas à pénétrer le primordium avant la formation du méristème. Bien que les 
primordia nodulaires observés chez api à 3 et 5 jpi ne présentent pas de méristème typique, 
alors qu’à ce stade des infections bloquées sont déjà visibles, on ne peut pas exclure que le 
défaut d’infection d’api soit dû à un délai de la pénétration des cordons d’infection dans les 
primordia nodulaires. 
 Enfin, le phénotype d’infection d’api est altéré à différentes étapes du processus, 
mais à chaque étape une certaine proportion des infections parvient à progresser vers l’étape 
suivante. Ce type de phénotype peut être qualifié de « leaky » par opposition aux phénotypes 
où un seul blocage du processus de nodulation est observé. Pour le moment il n'est pas 
possible de déterminer si ce phénotype « leaky » est dû à cet allèle mutant particulier ou à une 
redondance fonctionnelle entre API et un autre gène. En raison de cet aspect duphénotype et 
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du défaut d’infection visible dès la phase de pénétration des bactéries, nous pouvons nous 
demander si API intervient à une étape plus précoce de l’interaction symbiotique comme par 
exemple dans la voie de signalisation aux FNods. En effet, il a été montré que des gènes 
intervenant lors de la pré-infection dans la voie de signalisation FNods tels que MtNFP et 
MtDMI2/SrSymRK, sont également impliqués dans l’initiation et dans la progression des 
cordons d’infection (MtNFP) et dans la libération des bactéries dans les cellules hôtes 
(MtDMI2, SrSymRK) (Arrighi et al., 2006 ; Limpens et al., 2005, Capoen et al., 2005). Or, 
chez api, nous avons montré que l’induction de MtENOD12 à 1 jpi est comparable à celle 
d’une plante sauvage. Dans nos conditions, à 1 jpi, les bactéries n’ont pas encore pénétré dans 
les poils absorbants et donc l’expression de MtENOD12, à ce stade, correspond à une réponse 
de pré-infection induite par les FNods des bactéries. Ces résultats suggèrent donc que la voie 
de signalisation précoce aux FNods dépendante des gènes MtNFP, MtDMI1, MtDMI2, 
MtDMI3, MtNSP1 et MtNSP2 conduisant à l’induction de MtENOD12 n’est pas altérée chez 
api. Ces données suggèrent que le gène API n’est vraisemblablement pas impliqué dans la 
perception ou la transduction du signal FNods.  
 
Lors de mes travaux de thèse, nous avons principalement caractérisé le phénotype du 
mutant api d’un point de vue développemental, microscopique et physiologique. Une 
approche complémentaire à ces travaux, serait de caractériser ce phénotype d’un point de vue 
moléculaire, par une analyse de transcriptome, comme cela a déjà été décrit chez les plantes 
sauvages de M. truncatula (El Yahyaoui et al., 2004 ; Lohar et al., 2006). Ce travail devrait 
permettre de déterminer par exemple si des gènes de défense sont effectivement induits au 
cours de l’infection chez api ou encore si api est affecté dans l’induction de gènes par les 
FNods. Par ailleurs, le gène muté chez d’autres mutants symbiotiques tel que dmi3 et bit1 a 
été identifié par une approche de transcriptomique. Si la mutation dans API abolit la 
production de transcrits ou altère la stabilité des transcrits de ce gène, alors une analyse 
transcriptomique pourrait s'avérer également comme un outil complémentaire au clonage 
positionnel du gène API, via l’identification de gènes candidats. 
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2- Etude préliminaire du rôle de MtENOD11 au cours de l’infection 
rhizobienne 
 Dans la deuxième partie du travail de thèse, nous avons initié un projet visant à 
déterminer d’une part la localisation subcellulaire de MtENOD11 et d’autre part son rôle au 
cours de la symbiose fixatrice d’azote par des approches de génétique inverse.  
2.1- Localisation de la protéine MtENOD11 
Le gène MtENOD11 code pour une protéine riche en répétition proline (PRP) dont la 
localisation putative est pariétale. Le projet de localisation de MtENOD11 visait à produire 
des protéines de fusion fluorescentes fonctionnelles afin déterminer et de suivre la localisation 
subcellulaire de MtENOD11 au cours de l’infection rhizobienne. Chez M. truncatula, 
l’utilisation de protéines fluorescentes a permis la localisation, pendant l’infection et la 
nodulation par S. meliloti, de protéines telles que MtANN1 (de Carvalho-Niebel et al., 2002), 
DMI2 (Limpens et al., 2005), DMI3 (Kaló et al., 2005 ; Smit et al., 2005) et DMI1 (Riely et 
al., 2007). Par ailleurs, l’utilisation de protéines fluorescentes a également permis de localiser 
des protéines pariétales ou appartenant à la matrice extracellulaire, comme AtAGP18, une 
protéine arabino-galactane localisée au niveau de la paroi de cellules BY2 de N. tabacum 
(Yang and Showalter, 2007) ou encore ELD1 une protéine riche en sérine localisée au niveau 
de la paroi des cellules racinaires chez A. thaliana (Lertpiriyapong et al., 2003).  
Dans un premier temps, nous avons transformé directement des racines de M. truncatula 
avec les protéines de fusion MtENOD11-protéines fluorescentes (MtENOD11-PF) sous le 
contrôle du promoteur pMtENOD11, mais cela n’a pas permis de visualiser les protéines 
d’intérêt. Afin de mettre au point de nouvelles protéines de fusion, nous avons alors utilisé un 
système d’expression transitoire dans les feuilles de N. benthamiana via A. tumefaciens. Nous 
avons cependant constaté que les protéines de fusions MtENOD11- PF sont clivées in planta 
et que la fluorescence cytoplasmique observée est la résultante de ce clivage. Ce type de 
clivage a déjà été décrit pour d’autres protéines de fusion, comme par exemple pour la 
protéine eYFP-AtPEX10 (Sparkes et al., 2005). 
La protéine MtENOD11, comme l’ensemble des protéines riches en prolines (PRP) 
décrites à ce jour (Hong et al., 1990 ; Pichon et al., 1992 ; Wilson et Cooper 1994 ; Wilson et 
al., 1994 ; Fowler et al., 1999 ; Menke et al., 2000 ; Journet et al., 2001 ; Wang et al., 2006), 
possède dans sa partie N-terminale un peptide signal. Ce type de séquence assure l’adressage 
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de la protéine au reticulum endoplasmique, dans lequel le PS est clivé, et en absence d’autre 
motif d’adressage la protéine est ensuite sécrétée vers le milieu extracellulaire. Nous avons 
alors décidé de tester si le PS de MtENOD11 est reconnu chez N. benthamiana et nous avons 
pu montrer au cours de ces travaux, que la construction PS-YFP est localisée en partie dans un 
réseau, situé dans un réseau autour du noyau et associé au cytoplasme qui pourrait 
correspondre au reticulum endoplasmique (RE). Ce résultat est en accord avec des travaux 
réalisés avec les PS de polygalacturonase (MsPG3) ou encore de glycosylase de xyloglucanes 
(ZmXTH) qui permettent l’adressage de protéines fluorescentes dans le RE (Rodriguez-
Llorente et al., 2003 ; Genovesi et al., 2008). L’utilisation comme contrôle d’une construction 
spécifiquement associée au RE tel que la construction mgfp4-ER possédant en C-terminal le 
motif HDEL assurant la rétention de la protéine fluorescente dans la lumière du RE (Haseloff 
et al., 1997), devrait nous permettre de confirmer la localisation de la construction PS-YFP 
dans le RE.  
Par ailleurs, nous avons montré que le PS de MtENOD11 semble également suffisant à 
la sécrétion de la protéine fluorescente (PS-YFP) et, de manière cohérente, que la protéine de 
fusion PS-YFP-MtENOD11 est sécrétée à l’extérieur de la cellule. Néanmoins nous n’avons 
pas déterminé la localisation précise de ces deux protéines de fusion. Des expériences de 
plasmolyse devraient nous permettre de vérifier si ces protéines de fusion sont associées à la 
membrane plasmique ou à la paroi. De plus, il serait intéressant de comparer la localisation de 
ces protéines de fusion avec des marqueurs spécifiques d’organelles déjà caractérisés comme 
ceux décrits par Nelson et al. (2007). Nous avons également remarqué que la protéine PS-
YFP-MtENOD11, au contraire de la protéine PS-YFP, n’est pas localisée dans le RE. Deux 
hypothèses non exclusives peuvent expliquer cette différence de localisation. D’une part, il est 
probable que la faible fluorescence de la protéine de fusion PS-YFP-MtENOD11 ne permette 
pas de visualiser la protéine dans le RE. D’autre part, la protéine MtENOD11 entière peut 
contenir des informations telles que des modifications post-traductionnelles, lui permettant 
une localisation plus complète en périphérie de la cellule. En rapport avec cette seconde 
hypothèse, les résultats obtenus par analyse Western montrent que la masse moléculaire des 
protéines de fusion PS-YFP-MtENOD11 et MtENOD11-3HA est légèrement supérieure à la 
masse moléculaire théorique de ces protéines, indiquant que MtENOD11 est probablement 
modifiée de façon post-traductionnelle. 
Les modifications post-traductionnelles des protéines la famille des HGRP dont font 
partie les PRP sont de trois types : l’hydroxylation des résidus prolines (hydroxy-proline, hyp 
ou O), la glycosylation des hydroxy-prolines (O-glycosylation) et les liaisons croisées 
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(crosslink) des résidus tyrosines (pour revue voir Kieliszewski et Lamport, 1994). Des 
analyses protéiques d’autres PRP chez Glycine max (soja) et Phaseolus vulgaris (haricot) ont 
montré qu’environ la moitié des prolines sont hydroxylées et qu’en général l’hydroxylation 
intervient au niveau du second résidu proline des motifs pentamérique (Averyhart-Fullard et 
al., 1988 ; Kleis-San Francisco et Tierney, 1990 ; Lindstrom et Vodkin, 1991 ; Bradley et al., 
1992 ; Millar et al., 1992). Par homologie avec les PRP déjà décrites, il est fort probable que 
des résidus prolines de MtENOD11 soient hydroxylés. La glycosylation des hydroxy-prolines 
est un processus complexe qui dépend de la séquence de la protéine mais également du tissu 
où elle est produite (Estévez et al., 2006 ; Kieliszewski, 2001). De manière générale, les PRP 
sont les protéines HRGP les moins glycosylées car elles contiennent très peu de résidus 
sérine, impliqués dans les motifs de type (Ser-Pro1-4)n ou encore Ser-Pro-Ser-Pro, sites 
potentiels de glycosylation des prolines hydroxylées (O-glycosylation). Chez le soja, les 
protéines PRP1 et PRP2, composées essentiellement des répétitions Pro-Hyp-Val-Tyr-Lys et 
Pro-Hyp-Val-Glu-Lys, ne contiennent que 1 à 2% de leur poids sec en arabinose 
(Kieliszewski et Lamport, 1994), alors que les protéines arabino-galactanes peuvent en 
contenir plus de 95%. Le taux de glycosylation semble être important pour la formation de 
« crosslinks » (liaisons intra- ou inter-moléculaires qui sont souvent à l’origine 
d’oligomérisation de protéines) impliquant les résidus tyrosines dans les motifs Val-Tyr-Lys 
et catalysés in vitro par la peroxydase pI 4.6. En effet, cette enzyme ne permet la formation 
d’oligomères d’extensines que lorsque les monomères sont fortement glycosylés 
(Schnabelrauch et al., 1996). Cela semble expliquer pourquoi les PRP du soja, PRP1 et PRP2, 
ne montrent pas de « crosslinks » sous l’action de la peroxydase pI 4.6, alors que ces protéines 
contiennent de nombreux motifs Val-Tyr-Lys. Or, la séquence protéique de MtENOD11 ne 
contient aucun motif Val-Tyr-Lys et peu de résidus tyrosines en comparaison d’autres PRP. Il 
semble donc peu probable que MtENOD11 puisse s'associer avec d’autres protéines par des 
crosslinks. Certes, nous ne pouvons pas exclure que l’excès de 6kDA des masses moléculaires 
des protéines de fusion (PS-MtENOD11-YFP et PS-MtENOD11-3HA) observées par 
Western blot, corresponde à une protéine de faible masse moléculaire associée de façon 
covalente à MtENOD11. Cependant, il semble plus probable que cela corresponde à des 
modifications post-traductionnelles telles que l’hydroxylation de prolines voire la 
glycosylation d’hydroxyprolines. Toutefois, il a été montré chez le pois que des protéines 
riches en prolines sont capables de former des oligomères (Battaglia et al., 2007). Il serait 
alors intéressant de tester par Western blot si MtENOD11 est capable de former des 
oligomères chez M. truncatula en condition symbiotiques et non symbiotiques.  
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Nos résultats préliminaires ont montré que MtENOD11 est probablement sécrétée à 
l’extérieur de la cellule. Comme sa séquence peptidique est dépourvue de motifs connus de 
liaison avec la membrane plasmique, il est donc possible que MtENOD11, comme d’autres 
PRP telles qu’ENOD2 par exemple (Sherrier et al., 2005), soit localisée au niveau de la paroi 
et/ou de la matrice extracellulaire. Journet et al. (2001) ont émis l’hypothèse que cette 
protéine pourrait intervenir dans la plasticité et/ou perméabilité de la paroi soit des cellules 
racinaires soit du cordon d’infection au cours des processus d’infection racinaire et nodulaire. 
De manière intéressante, l’extensine du pois PsRNE1 (pour root nodule extensin 1) est 
localisée au niveau de la matrice du cordon d’infection et il a été montré que cette protéine 
peut être insolubilisée sous l’action combinée de peroxyde d’hydrogène (H2O2) et de 
peroxydase (Sherrier et al., 2005 ; Rathbun et al., 2002 ; Gucciardo et al., 2005). De ces 
observations, il a été proposé que la réticulation de cette protéine dans le cordon d’infection 
conduit à la rigidification de la matrice du cordon en amont tandis que la matrice à l’apex 
serait plus fluide (voir chapitre I, section 1.2 ; Brewin, 2004). Compte tenu de ses 
caractéristiques peptidiques, il est ainsi envisageable que MtENOD11 participe à la fluidité de 
la matrice extracellulaire à l’apex du cordon d’infection. Les protéines de fusion réalisées au 
cours de ma thèse devraient permettre de déterminer si MtENOD11 est localisée au niveau de 
l’apex du cordon au cours de l’infection rhizobienne chez M. truncatula. 
2.2- Etude de la fonction de MtENOD11 
Comme la localisation de MtENOD11 n’est qu’une étape vers la compréhension du rôle 
de cette protéine au cours des processus symbiotiques, nous avons également entrepris des 
expériences de génétique inverse afin de déterminer l’implication de cette protéine au cours 
de l’interaction entre M. truncatula et S. meliloti. Pour cela, nous avons voulu dans un premier 
temps étudier l’impact de la modulation d’expression de MtENOD11 sur le processus 
d’infection par des approches complémentaires de surexpression ou de réduction du taux de 
transcrits par RNAi. Nous avons montré que la construction 35S-MtENOD11 semble 
influencer de façon positive la nodulation. Cependant, ce phénotype n’a été observé qu’à un 
temps tardif de la nodulation (20 jpi) et nous pouvons nous demander pourquoi nous n’avons 
pas observé de phénotype particulier à des temps plus précoce de l’interaction symbiotique, 
d’autant plus que la surexpression de MtENOD11 a été confirmée même dans des racines non 
traitées par les FNods. Ce résultat peut être expliqué par la faible importance du gène 
MtENOD11 dans le processus d’infection, ou encore par un phénomène de redondance 
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fonctionnelle avec un gène de fonction similaire. Par ailleurs, la surexpression de MtENOD11 
conduite par le promoteur CaMV35S que nous observons est le résultat de l’expression de 
MtENOD11 dans tous les tissus racinaires. Or, l’expression du gène MtENOD11 induite par 
les FNods purifiés est localisée uniquement au niveau de l’épiderme racinaire en 
différenciation (Charron et al., 2004). Il est alors possible que le niveau de surexpression de 
MtENOD11 soit trop faible dans les tissus exprimant normalement le gène MtENOD11 pour 
perturber sensiblement le processus d'infection.   
La réduction du taux de transcrits par une approche RNAi a été largement utilisée pour 
étudier des gènes exprimés au cours de cette interaction symbiotique, tels que MtNFP, 
MtDMI2, MtCRE1, MtIPD3, MtHAP2.1 et MtMMPL1 (Arrighi et al., 2006 ; Limpens et al., 
2005 ; Gonzalez-Rizzo et al., 2006 ; Messinese et al., 2007 ; Combier et al., 2006 et 2007). 
Dans nos expériences, l’expression de la construction RNAi-MtENOD11 dans des racines 
transgéniques de M. truncatula semble retarder légèrement la nodulation. L’analyse de 
l’expression de MtENOD11 dans des lots de racines transformées et traitées aux FNods 
montre que la construction RNAi-MtENOD11 permet de réduire de façon variable le taux de 
transcrits de ce gène. Plusieurs hypothèses peuvent être avancées afin d’expliquer la 
variabilité de la réduction de l’expression de MtENOD11 dans les racines transformées avec 
la construction RNAi-MtENOD11. Tout d’abord, comme chaque racine transgénique 
correspond à un évènement indépendant de transformation, le taux de réduction de transcrits 
est normalement variable d’une racine à l’autre. Comme l’expression de MtENOD11 a été 
évaluée dans des lots de 20 à 40 racines transgéniques, il est possible que la réduction du taux 
de transcrits varie dans ces conditions d’analyse. De la même manière, l’analyse 
phénotypique réalisée sur des lots de racines, ne nous a pas permis de mettre en évidence 
d’autre réponse que le retard de nodulation. L’analyse de racines individuelles devrait 
permettre d’associer plus efficacement le taux de transcrits de MtENOD11 avec un phénotype 
de nodulation, et ainsi permettre de conclure réellement sur l’impact de la réduction de 
l’expression de MtENOD11 sur la nodulation. Par ailleurs, cette variabilité de la réduction du 
taux de transcrits de MtENOD11 est peut être la conséquence d’un manque d’efficacité de la 
construction utilisée, expliqué par la nature soit du promoteur, soit de la séquence choisie. La 
construction RNAi-MtENOD11 a été exprimée sous le contrôle du promoteur constitutif 
CaMV35S. Il a été décrit que le promoteur CaMV35S est très actif dans l’ensemble des tissus 
racinaires (Auriac et Timmers, 2007). Cependant, le gène MtENOD11 est fortement activé par 
les FNods dans les poils absorbants (taux d’induction x120) (Sauviac et al., 2005). Malgré le 
fait que le promoteur CaMV35S est aussi exprimé dans l’épiderme racinaire, il est possible 
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que l’expression de la construction RNAi-MtENOD11 sous le contrôle de ce promoteur ne soit 
pas suffisante pour réduire de manière efficace le taux de transcrits de MtENOD11. Le 
promoteur du gène MtENOD11 pourrait donc être utilisé pour conduire l’expression de la 
construction RNAi-MtENOD11 dans les cellules où MtENOD11 est normalement exprimé. 
Par ailleurs, la construction RNAi-MtENOD11 utilisée a été réalisée avec la séquence 3’UTR 
du gène et nous ne pouvons pas exclure que cette séquence ne soit pas assez efficace pour la 
réduction du taux de transcrits. Dans ce cas, il serait intéressant de réaliser une construction 
RNAi comprenant une région spécifique de la séquence codante du gène MtENOD11 afin 
d’éviter d’interférer avec d’autres gènes codant pour des PRP comme par exemple 
MtENOD12.  
Enfin, la construction RNAi-MtENOD11 utilisée lors de ces travaux ne semble avoir un 
effet que sur le délai d’apparition des nodules. L’absence de phénotype supplémentaire est 
peut être dû à une redondance fonctionnelle entre les gènes MtENOD11 et MtENOD12. En 
effet, le gène MtENOD12 a un profil d’expression très similaire à celui de MtENOD11 au 
cours de l’interaction avec S. meliloti puisqu’il est induit en réponse aux FNods dans 
l’épiderme racinaire en différenciation, puis lors de l’infection racinaire dans les cellules 
infectées ou en cours d’infection et enfin, dans les nodules matures dans la zone de pré-
infection (voir chapitre I, section 1.4) (Pichon et al., 1992 ; Journet et al., 1994, 2001). De 
plus, comme MtENOD11, ce gène code pour une PRP à faible teneur en résidus tyrosines 
dans les répétitions prolines (Pichon et al., 1992). Bien que très similaires, ces protéines 
présentent également des différences, en particulier dans les motifs riches en prolines qui ne 
peuvent pas être alignés (Journet et al., 2001). Néanmoins, en raison de leurs similitudes, il 
semble logique de s’interroger sur une éventuelle redondance fonctionnelle de ces gènes au 
cours de la symbiose. La réduction du taux de transcrits par RNAi à la fois des gènes 
MtENOD11 et MtENOD12 devrait nous permettre de caractériser l’implication de ces gènes 
au cours de la symbiose rhizobienne. Ce type d’approche a été récemment utilisé pour les 
gènes MtENOD40-1 et MtENOD40-2 et a permis de mettre en évidence leur rôle dans 
l’initiation nodulaire et le développement des bactéroïdes (Wan et al., 2007). 
Enfin, toujours dans le but de caractériser la fonction de MtENOD11 au cours de la 
symbiose rhizobienne, nous avons identifié, en collaboration avec Christine Lesignor et 
Richard Thompson (INRA, Dijon) des mutants de MtENOD11 par TILLING. Chez le lotier, 
ce type d’approche a permis d’identifier des mutants dans le gène LjNSP2 qui code pour un 
facteur de transcription à domaine GRAS et dans les gènes LjSUS1 à LjSUS6 qui codent pour 
des synthases de saccharose (Heckmann et al., 2006 ; Horst et al., 2007). Cette approche nous 
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a permis d’identifier six allèles mutants dans le gène MtENOD11, mais aucun de ces 
changements d’acide nucléique n’entraîne de codon stop supplémentaire dans la séquence 
protéique. La majorité des mutations identifiées (5 mutants sur 6) entrainent la modification 
d’un résidu proline en résidu sérine (4 mutants sur 5) ou leucine (1 mutant sur 5). Les résidus 
prolines étant potentiellement hydroxylés au cours de la maturation de la protéine, l’analyse 
de ces mutants devrait nous permettre de déterminer l’importance de ces résidus et de leur 
hydroxylation éventuelle dans la fonctionnalité de la protéine. Les analyses préliminaires 
réalisées chez le mutant enod11-2, ont permis de montrer un retard dans la nodulation et un 
nombre moins important de nodules. Néanmoins, nous ne pouvons pas conclure à ce jour sur 
le rôle de MtENOD11, puisqu’il faut confirmer ces phénotypes dans les descendances issues 
de rétrocroisement. En particulier, ce premier rétrocroisement permettra de vérifier si le 
phénotype observé co-ségrège ou non avec la mutation enod11-2, c’est à dire si c’est bien la 
mutation dans le gène MtENOD11 qui est la cause de ce phénotype. Des analyses 
phénotypiques et génétiques similaires seront réalisées chez les autres mutants enod11. 
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-Chapitre V- 
Matériels et Méthodes 
Gateway, AmpRpAM-PAT-PS-GFP-MtENOD11
Gateway, AmpRpAM-PAT-PS-YFP-MtENOD11
Gateway, AmpRpAM-PAT-PS-GFP
Gateway, AmpRpAM-PAT-PS-YFP
Gateway, AmpRpAM-PAT-35S-MtENOD11-YFPv
Gateway, AmpRpAM-PAT-35S-MtENOD11-mRFP
Gateway, AmpRpAM-PAT-35S-MtENOD11-GFP
Gateway, AmpRpAM-PAT-pMtENOD11-MtENOD11-YFPv
Gateway, AmpRpAM-PAT-pMtENOD11-MtENOD11-mRFP
Gateway, AmpRpAM-PAT-pMtENOD11-MtENOD11-GFP
Gateway, AmpRpAM-PAT-pMtENOD11-YFPv
Gateway, AmpRpAM-PAT-pMtENOD11-mRFP
Ce travail
Gateway, AmpRpAM-PAT-pMtENOD11-GFP
Gateway, AmpRpAM-PAT-GFP-GW
Gateway, AmpRpAM-PAT-YFP-GW
Gateway, AmpRpAM-PAT-GW-mRFP
Gateway, AmpRpAM-PAT-GW-GFP
L. Deslandes, non 
publiés
Gateway, AmpRpAM-PAT-GW-YFPvenus
gène rapporteur DsRed, 
KmRpPEX-OX
(Combier et al., 2006)
gène rapporteur DsRed, 
KmRpPEX-RNAi
Références/ SourcesCaractéristiquesNom
Tableau 5.1 : Liste des vecteurs utilisés
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1- Constructions utilisées pour la transformation de M truncatula et  de N. 
benthamiana  
Le tableau 5.1 présente l’ensemble des plasmides et des vecteurs binaires utilisés dans 
cette étude. 
1.1-Constructions pour la localisation de MtENOD11 chez M. truncatula et N. 
benthamiana 
Pour la localisation de MtENOD11, les protéines fluorescentes utilisées ont été insérées 
soit en C-terminal, soit en N-terminal de la séquence de MtENOD11. Les constructions ont 
été réalisées par clonage Gateway (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA ) et les vecteurs de 
destination ont été fournis par Laurent Deslandes (tableau 5.1). Le promoteur CaMV 2X35S, 
en amont de la séquence de MtENOD11, permet l’expression des protéines fusions chez N. 
benthamiana. 
1.1.1-Fusion des protéines fluorescentes (PF) en C-terminal de MtENOD11 
Les PCR permettant d’amplifier soit pMtENOD11 seul, soit pMtENOD11-MtENOD11 
(promoteur et séquence codante de MtENOD11), soit uniquement la séquence codante de 
MtENOD11 ont été réalisées à partir d’une séquence génomique de 7 kb (recouvrant le gène 
et le promoteur de MtENOD11) clonée entre les sites SstI et SalI dans le vecteur pUC19. Les 
amorces utilisées (tableau 5.2) présentent à leur extrémité 5’ les séquences spécifiques des 
motifs AttB1 et AttB2 nécessaires pour la recombinaison avec les motifs AttP1 et AttP2 du 
vecteur pDONR207 (réaction BP). Une fois insérée dans le pDONR207, la séquence codante 
de MtENOD11 encadrée par les sites AttL1 et AttL2, peut directement être recombinée 
(réaction LR) dans le vecteur de destination qui dans notre cas contient une protéine 
fluorescentes en aval du site AttR2.  
1.1.2-Fusion des protéines fluorescentes en N-terminal de MtENOD11  
∗ Peptide Signal -PF- MtENOD11 : MtENOD11 contient dans sa partie N-terminale 
une séquence d’adressage à la voie de sécrétion, appelée peptide signal (PS). La séquence PS 
nécessaire pour l’adressage a été donc placée en N-terminal, en amont des séquences de 
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protéines fluorescentes respectives. Pour cela, le peptide signal a été amplifié par PCR 
(amorces, voir tableau 5.2) et inséré entre les sites de restriction XhoI et  HindIII des vecteurs 
pAM-PAT-YFP-GW et pAM-PAT-GFP-GW. Ensuite, le reste de la séquence de 
MtENOD11 (delta PS-MtENOD11) a été amplifié par PCR (amorces, tableau 5.2) et inséré 
en aval des protéines fluorescentes par recombinaisons BP et LR successives. 
∗ Peptide Signal-PF : La séquence de MtENOD11 en aval des protéines fluorescentes 
dans les constructions PS-PF-MtENOD11, a été supprimée par digestion enzymatique avec 
les enzymes PstI et  XbaI présentes de part et d’autre de deltaPS -MtENOD11. 
1.2-Constructions ARN interférence (RNAi) et surexpression du gène MtENOD11 chez 
M. truncatula 
Les vecteurs utilisés pour les construction ARN interférence et surexpression du gène 
MtENOD11 sont les vecteurs pPEX-RNAi et pPEX-OX (Combier et al., 2006). Ces vecteurs 
présentent l’avantage de contenir entre les bordures de l’ADN-T, le gène marqueur DsRed 
sous contrôle du promoteur ubiquitine, conférant une fluorescence rouge aux racines 
transformées, facilitant ainsi leur sélection. 
La construction ARN interférence a été réalisée en plaçant 0.2 kb de la séquence 3’UTR 
de MtENOD11 en orientation « sens »  (entre les sites XhoI et HindIII) et « anti-sens » (entre 
les sites NotI et SpeI) de part et d’autre d'une séquence intra-génique (335 pb du gène GUS) et 
sous contrôle du double promoteur constitutif 35S CaMV du vecteur pPEX-RNAi. Les 
amorces utilisées pour générer par PCR les fragments « sens » et « anti-sens » sont 
représentées dans le tableau 5.3. 
La construction surexpression du gène MtENOD11 a été réalisée en insérant la séquence 
codante du gène (525 pb) entre les sites XhoI et NotI  du vecteur pPEX-OX. Dans ce vecteur, 
la séquence codante du gène MtENOD11 se trouve en aval du double promoteur 35S CaMV 
couplé à une séquence Ω et en amont du terminateur 35S (amorces, voir tableau 5.3).  
Les vecteurs pPEX étant dérivés du vecteur pGreen 
(http://www.pgreen.ac.uk/a_pls_fr.htm ), ils possèdent une origine de réplication suffisante 
pour leur expression chez E. coli mais nécessitent la présence du plasmide pSoup pour leur 
réplication chez Agrobacterium. 
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1.3-Introduction des constructions dans E. coli, A. tumefaciens et A. rhizogenes 
1.3.1-Souches bactériennes utilisées 
La souche d’E. coli DH5α (voir tableau 5.4) est utilisée pour le clonage et la 
multiplication de plasmides à l’exception des vecteurs Gateway (avant recombinaison LR) 
dont la multiplication se fait avec la  souche DB3.1. En effet, ces vecteurs possèdent entre les 
sites AttB, le gène ccd, dont la protéine codée interfère avec la gyrase A essentielle à la 
croissance de la plupart des souches d’E. coli, dont la souche DH5α (Bernard and Couturier, 
1992). La souche DB3.1 , muté dans le gène  gyrase A (gyrA462), est quant à elle résistante 
aux effets du produit du gène ccdB (Bernard and Couturier; 1992 ; Bernard et al., 1993 ; Miki 
et al., 1992). 
La souche d’A. tumefaciens GV3103 utilisée pour l’expression transitoire chez N. 
benthamiana est dérivée de la souche C58C1. Elle comporte une résistance chromosomique à 
la rifampicine, tandis que le plasmide Ti « helper » lui confère une résistance à la 
gentamycine. 
La souche d’A. rhizogenes ARquaI (Quandt et al., 1993) utilisée pour les 
transformations stables de racines de M. truncatula est issue de la souche A4T. Elle comporte 
une résistance chromosomique à la rifampicine et streptomycine (plasmide Ri). 
1.3.2-Préparation de cellules électro-compétentes d’E. coli et d’A. tumefaciens 
La préparation des cellules électro-compétentes d’E. coli a été réalisée selon une version 
dérivée du  protocole de Dower et al., 1988. Un litre de milieu LB (bacto-Tryptone 10 g/l, 
extrait bactérie-levure 5 g/l, NaCl 170 mM, pH7) est inoculé avec 25mL d’une culture de nuit 
d’E. coli puis incubé à 37°C jusqu’à l’obtention d’une D.O.600 de 0,5 à 0.7. La culture 
bactérienne est placée dans la glace pendant au moins 30 minutes, avant centrifugation à 6000 
rpm pendant 10 minutes à 4°C. Le surnageant est  repris dans 500mL de glycérol 10%, suivi 
par des centrifugations successives à 6000rpm pendant 15 minutes ou le culot est 
respectivement  repris dans 200mL, 100mL et 3 à 4 mL de glycérol 10%, puis réparties en 
aliquots de 50µL  et conservées à – 80°C. 
La préparation des cellules compétentes d’A. tumefaciens est réalisée comme pour E. 
coli, sauf que la culture initiale d’A. tumefaciens est  incubée sur la nuit à 28°C, puis inoculée 
le matin de la même manière que pour E. coli.  
Souche Caractéristiques
DH5α F-, endA1, glnV44, thi-1, recA1, relA1, gyrA96, deoR, nupG, 
Φ80dlacZ∆M15, ∆(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), λ–
DB3.1 F-, gyrA462, endA1, glnV44, ∆(sr1-recA), mcrB, mrr, hsdS20,(rB-, mB-), 
ara14, galK2, lacY1, proA2, rpsL20(Smr) xyl5, ∆leu, mtl1
Tableau 5.4 : Souches d’E. coli utilisées
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1.3.3-Transformation par éléctroporation d’E. coli et d’A. tumefaciens 
Après l’ajout de l’ADN, 50µL de cellules compétentes sont incubées sur la glace 
pendant 10 minutes. Le mélange est transféré dans une cuve d’éléctroporation de 0.1 cm (ou 
0.2 cm) préalablement refroidie et l’ensemble est soumis à un choc électrique selon les 
paramètres suivants : 25µF, 200 Ohms et 1.8 KeV (ou 2.5 KeV si la cuve est de 0.2 cm). Les 
cellules sont ensuite resuspendues avec 950µL de SOC (bacto-Tryptone 20 g/L, extrait 
bactérie-levure 5g/L, NaCl 8,5 mM, KCl 2,5 mM, pH7, MgCl2 10 mM, glucose 20 mM) puis 
incubées 1h à 37°C pour les cellules d’E. coli ou 3h à 28°C pour les cellules A. tumefaciens. 
Les cellules transformée sont sélectionnées après croissance sur un milieu LB gélosé 
additionné d’antibiotiques (voir tableau 5.1)  sur la nuit à 37°C pour E. coli ou 2 à 3 jours à 
28°C pour A. tumefaciens. 
La sélection des candidats positifs est réalisée par PCR à partir de colonies bactériennes 
isolées. Celles-ci sont prélevées à l’aide d’un cône stérile puis directement mélangées avec le 
mélange réactionnel (25µL final) contenant 0.2µM d’amorces spécifiques de la construction à 
vérifiées (voir tableaux 5.2 et 5.3). La réaction d’amplification comprend une première étape 
de dénaturation à 95°C pendant 5 minutes (10 minutes pour A tumefaciens), suivie de 30 
cycles (40 pour A. tumefaciens) de dénaturation (95°C, 30s), hybridation (50-60°C selon les 
amorces, 30s) et élongation (72°C pendant 30s à 2min suivant la taille de l’amplicon). Les 
plasmides des clones positifs sont purifiés grâce au kit « Wizard SV Plus Minipreps » 
(Promega, Madison, WI, USA) et ensuite analysés par profil de restriction et par séquençage 
(200 à 500 ng d’ADN) (Service séquençage automatique, LIPM, Castanet-Tolosan) en 
utilisant 5 pmol d’amorce spécifique de chaque construction (voir tableaux 5.2 et 5.3). 
1.3.4-Transformation de la souche ARquaI d’A. rhizogenes 
La préparation de cellules compétentes est réalisée à partir de 100 mL d’une culture 
bactérienne à une D.O de 0,8 (6-8 heures de croissance dans un milieu TY, avec 6 mM CaCl2 
et 100µg/mL de Streptomycine) Après centrifugation, le culot bactérien est resuspendu dans 
50 mL de tampon 10mM Tris-HCl à pH 7.5, puis centrifugé de nouveau avant resuspension 
dans 1 mL de TY (+ 6mM CaCl2). Les cellules sont ensuite aliquotées (50 µLl/tube), 
congelées dans l’azote liquide et stockées immédiatement à –80°C. 
La transformation de ARquaI (50 µL de cellules compétentes) est réalisée avec 0,2-0,5 
µg d’ADN selon la méthode "freeze-thaw" décrite par Höfgen and Willmitzer (1989), en 
réalisant des incubations successives (3 fois) dans de l’azote liquide (1 min) et à 37°C (30 
Tableau 5.5 : Mutants végétaux utilisés pour les tests d’allélisme
Mutant Groupe de liaison Référence/Source
nip-1 LG 1 Veereshlingham et al., 2004; Bright et al.,  2005
nip-3 LG 1 Ce travail, Dickstein (Com. pers.)
nfp-1 LG 5 Ben Amor et al., 2003
dmi1-3 LG 2 Catoira et al.,  2000; Ane et al.,  2002
dmi2-1 LG 5 Catoira et al.,  2000; Ane et al.,  2002
dmi3-1 LG 8 Catoira et al.,  2000; Ane et al.,  2002
nsp1-1 LG 8 Catoira et al.,  2000; Smit et al., 2005
nsp2-3 LG 3 Gough (Com. pers.), Kaló et al., 2005
hcl-1 LG 5 Catoira et al.,  2000; Smit et al., 2007
lin (D8) LG 1 Gough (Com. pers.); Kuppusamy et al., 2004
rpg LG 1 Gough (Com. pers.)
bit1-1 LG 7 Middleton et al.,  2007
rit1 LG 3 Oldroyd (Com. pers.)
Mtsym1 ? Benanben et al., 1995
Mtsym14 ? Morandi et al., 2005
Mtsym15 ? "
Mtsym16 ? "
Mtsym17 ? "
Mtsym18 ? "
Mtsym19 ? "
Mtsym20 ? "
Mtsym21 ? "
dnf1-1 ? Starker et al.,  2006
dnf2 ? "
dnf3 ? "
dnf4 ? "
dnf5 ? "
dnf6 ? "
dnf7 ? "
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min). Les cellules transformées sont ensuite incubées à 30°C pendant 3-4 heures et enfin 
étalées sur un milieu sélectif (TY + 6 mM CaCl2 + 100 mg/L Streptomycine + 25mg/L de 
kanamycine). Les colonies bactériennes sont criblées par PCR comme décrit précédemment 
pour A. tumefaciens. 
2- Matériel végétal et conditions de culture 
2.1-Génotypes utilisés 
La lignée sauvage de M. truncatula Gaertn. cv. Jemalong A17 utilisée dans cette étude a 
été fournie par J-M. Prosperi (INRA, Montpellier) et a été propagée en serre ou en chambre 
de culture. La lignée L416 est une lignée transgénique homozygote monocopie portant la 
fusion entre le promoteur entier (2,3 kb) du gène MtENOD11 et le gène rapporteur GUS 
(Charron et al., 2004). La production de graines à partir de ces lignées a été réalisée grâce à 
Joseph Garcia, Jean-Luc Pariente et collaborateurs (LIPM, Castanet-Tolosan). Les mutants 
utilisés pour les tests d’allélisme sont répertoriés dans le tableau 5.5. Les mutants enod11 ont 
été fournis par Christine Lesignor et Richard Thompson (INRA, Dijon). 
2.2-Conditions de germination des graines de M. truncatula 
2.2.1-Stérilisation 
Les graines sont d'abord scarifiées par traitement dans de l'acide sulfurique (97%) 
pendant 5 à 15 minutes en fonction de l’écossage des graines (automatique ou manuel), puis 
rincées au moins 3 fois dans de l'eau stérile. Afin de les stériliser en surface, les graines sont 
traitées dans une solution de javel 3° Cl pendant 2 min et ensuite rincées abondamment afin 
d'éliminer les traces de chlore. Cette dernière partie est réalisée en conditions stériles (voir 
« Medicago truncatula Handbook » http://www.noble.org/MedicagoHandbook/).  
2.2.2-Germination des graines 
Une fois stérilisées, les graines sont déposées sur un milieu gélosé et placées à 4°C à 
l'obscurité pendant 48 heures, puis à 20°C pendant 16 heures afin d'homogénéiser leur 
germination. Les boîtes de pétri sont retournées afin que les radicules poussent verticalement 
Désignation  Caisson(1) Farhaeus(2, 3)
Macro-éléments (mM)
CaCl2 1 1
MgSO4, 7H2 0.25 0.5
KH2PO4 1.7 0.7
K2HPO4 3.8 -
K2SO4 0.5 -
Na2HPO4 - 0.8
Fer chélatés (mM)
FeSO4, 7H2O 0.05 -
Na2EDTA 0.05 -
Citrate de Fer - 0.02
Micro-éléments (mg/l)
H3Bo3 2 0.1
MnSO4, H2O 1.8 -
MnCl2 - 0.1
ZnSO4, 7 H2O 0.2 -
ZnCl2 - 0.1
Na2MoO4 0.25 0.1
CoCL2, 6H2O 0.02 -
CuSO4 0.08 0.1
Tableau 5.6 : Composition des milieux utilisés pour les cultures en conditions aéroponiques (caisson) et 
ou pour les cultures in vitro (Farhaeus)
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en dehors de la gélose (Boisson-Dernier et al., 2001 ; voir« Medicago truncatula Handbook » 
(http://www.noble.org/MedicagoHandbook/) 
2.3-Conditions de culture et de traitement  des plantes de M. truncatula 
2.3.1-Production de graines en chambre de culture ou en serre 
Les jeunes germinations de M. truncatula sont mises en pot (contenant 2/3 terreau et 1/3 
sable) et placées en chambre de culture à 25°C (16 heures de photopériode) ou en serre en vue 
de la production de graines. La production de graines débute à partir de 2 à 2,5 mois de 
culture. Les gousses sont récupérées dans des bacs et sont  mises à sécher avant utilisation 
2.3.2-Culture en milieu aéroponique (système caisson de brumisation) 
Les jeunes germinations de M. truncatula sont mises dans des caissons de brumisation 
en présence de milieu liquide carencé en azote comme décrit dans « Medicago truncatula 
Handbook » (http://www.noble.org/MedicagoHandbook/ Tableau 5.6). Les caissons contenant 
les jeunes germinations ont été placées en chambre de culture à 22°C (16 heures de 
photopériode avec une intensité lumineuse supérieur à 200 µE.s
-1
.m
-2 
et 75% humidité). Afin 
d’éviter le dessèchement des plantules, les jeunes germinations sont couvertes pendant les 
deux premiers jours de culture. 
∗ Traitement FNods : Après 3-4 jours de culture en milieu aéroponique, les plantules 
ont été enlevées du caisson et placées par dizaine dans 50 mL d’une solution aqueuse 
additionnée ou non de 10
-9
M FNods pendant 6 heures (mêmes conditions de lumière et 
d’humidité que la culture aéroponique). Les FNods biologiques utilisés ont été purifiés à 
partir d'une souche sauvage surproductrice de S. meliloti (Roche et al., 1991) et fournis 
gracieusement par F. Maillet (groupe de J. Denarié, LIPM, Castanet-Tolosan, France). 
∗ Inoculation avec S. meliloti : Après 2 à 3 jours de culture, le caisson est inoculé avec 
une culture de 10 mL de S. meliloti 2011 (DO600nm ~ 1). Les souches bactériennes de S. 
meliloti utilisées sont la souche portant la fusion phemA-LacZ (Leong et al., 1985) 
(GMI6526) (Ardourel et al., 1994)  et la souche portant la protéine fluorescente GFP (Smit 
et al., 2005). 
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2.3.3-Culture in vitro de plantes de M. truncatula 
Les jeunes germinations de M. truncatula ont été placées sur du papier absorbant pour 
germination (Anchor Paper, St Paul, MN, USA) reposant sur un milieu Farhaeus gélosé (1,5% 
DIFCO Bacto
TM 
agar, Becton Dickinson, NJ, USA) en boites de pétri (12 cm x 12 cm) 
(Sauviac et al., 2005). Les boîtes ont été ensuite placées verticalement en chambre de culture 
in vitro (25°C, 16 heures de photopériode, >200 µE.s
-1
.m
-2 
d’intensité lumineuse). Ce système 
papier poche/agar permet une bonne croissance racinaire et s'adapte aussi bien à l'application 
de solutions de FNods qu'à l'inoculation par S. meliloti.    
3- Transformation de M. truncatula par A. Rhizogenes 
Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Boisson-Dernier et al. (2001). Des 
jeunes germinations de M. truncatula sont sectionnées à quelques mm de l'apex racinaire avec 
un scapel stérile, puis inoculées avec des souches ARquaI transformées préalablement avec les 
constructions d'intérêts. L’inoculation est réalisée en enrobant la section faite sur la radicule 
avec une culture fraîche de ARquaI, préalablement mise en culture à 28°C pendant 48 heures 
sur boîte de pétri contenant du milieu TY (+ 6 mM de CaCl2 + 50 mg/l de Kanamycine). Entre 
100 et 200 jeunes germinations par construction ont été inoculées et placées sur du milieu 
Farhaeus gélosé (+ 0,5 mM NH4NO3 + 25 mg/ml de Kanamycine) dans de boîtes de pétri 12 
cm x 12 cm (Tableau 5.6). Les boîtes sont placées verticalement dans des chambres de culture 
in vitro à 20°C (16 heures photopériode, 70 µE s-1.m-2) pendant une à deux semaines avant 
d’être transférées à 25°C jusqu'à obtention de racines transgéniques de 2-3 cm de long 
(environ 1 à 2 semaines après transfert).  
L’observation et l’identification des racines transformées fluorescentes sont faites avant 
traitement ou inoculation à l’aide d'un stéréomicroscope à fluorescence (Leica Microsystems, 
Wetzler, Germany).  
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4- Conditions de traitement et d’inoculation des plantes composites 
4.1-Transfert et croissance des plantes composites sur un système papier/agar ou en 
poche 
Après sélection des racines transgéniques (résistance à la kanamycine et/ou 
fluorescence), les plantes composites sont transférées dans de nouvelles boîtes de pétri 
contenant du papier pour germination (Anchor Paper, St Paul, MN, USA) déposé sur un 
milieu gélosé (1,5% agar) sans antibiotique et/ou sans azote. Dans ces conditions de culture, 
les racines présentent une bonne croissance et des réponses semblables à celles des plantes 
entières après traitement par les FNods ou inoculation par S. meliloti. Pour des temps 
d’observation supérieurs à 10 jours après inoculation avec S. meliloti, les plantes ont été aussi 
transférées directement en poche.  
Dans le cas des racines transgéniques portant les constructions "RNAi" et 
"surexpression" du gène MtENOD11, seules les plantes composites avec au moins une racine 
transgénique exprimant la Ds-Red ont été transférées sur le système de croissance papier 
poche/agar. Environ 20 à 40 plantes composites (par construction) présentant chacune en 
moyenne 1-2 racines transgéniques indépendantes ont été transférées dans le système de 
croissance papier poche/agar. Environ 1 à 2 jours avant traitement aux FNods, les racines 
transgéniques "RNAi" ou "surexpression" ont été ré-analysées sous stéréo microscope à 
fluorescence (Leica Microsystems, Wetzler, Germany) afin d'identifier les racines 
transformées. 
4.2-Traitement par les FNods et inoculation par S. meliloti 
Environ 5 jours après transfert sur papier-poche (Mega international, Minneapolis, 
USA) reposant sur milieu Farhaeus gélosé (1,5% agar) sans azote et sans antibiotique, les 
racines des plantes composites sont traitées à l’eau ou aux FNods, ou inoculées par S. meliloti. 
Le traitement ou l’inoculation se fait par application globale de 5-10 ml soit d’une solution 
aqueuse de FNods (10-9M) soit d’une suspension de S. meliloti (5 x 105 bactéries par mL 
d’eau). Les boîtes avec les racines partiellement immergées dans la solution de FNods ou dans 
la suspension de S. meliloti sont incubées pendant 1 heure en position horizontale. Après 
élimination de l’excédent, les boîtes sont ensuite placées en position verticale à 25°C pendant 
16 heures (traitement aux FNods) ou 3-15 jours (inoculation par S. meliloti). Pour chaque 
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construction, environ 20-30 racines transgéniques indépendantes ont été analysées par 
expérience biologique. 
5-Méthodes cytologiques de coloration et d’observation 
5.1-Analyse histochimique de l’activité GUS 
Les racines traitées ou inoculées ont été prélevées et incubées à 37°C dans un tampon à 
fort pouvoir oxydant (ferricyanure de potassium 0,5 mM, ferrocyanure de potassium 0,5 mM, 
Na2EDTA 5 mM, tampon phosphate de potassium KPi 0,1 M pH 7.0) contenant 1 mM du 
substrat de l’enzyme, le X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indoxyl-β-D-glucuronide, Biosynth AG, 
Staad, Suisse) selon Journet et al. (2001). Le produit de la réaction conduit à la formation de 
précipité bleu qui peut être détecté in situ. 
5.2-Révélation de l’activité β-galactosidase de S. meliloti  
L’inoculation des racines de M. truncatula par S. meliloti est réalisée avec une souche 
sauvage (GMI6526) qui exprime de manière constitutive une activité β-galactosidase grâce à 
une fusion hemA::lacZ. Cette activité enzymatique est révélée en bleu en présence du substrat 
de l’enzyme, le X-Gal (Biosynth AG, Staad, Suisse) selon le protocole décrit par Boivin et al. 
(1990). Les racines sont prélevées de 1 jusqu’à 20 jours après inoculation par S. meliloti, puis 
afin d’inhiber l'activité β-galactosidase végétale endogène, les racines sont fixées avec une 
solution de 1,25% glutaraldéhyde dans du tampon Z' (NaPO4 100 mM, pH 7,4; KCl 10 mM; 
MgCl2 1 mM) pendant 1 h à température ambiante, et par la suite incubées à 28°C durant la 
nuit dans du tampon Z’ contenant le susbstrat de l’enzyme: 2 mM X-Gal (Biosynth AG, 
Staad, Suisse), et 5 mM de ferri- et ferrocyanure de potassium. 
5.3- Analyse microscopique des racines et des nodules 
Après révélation de l’activité β-galactosidase et pour une meilleure observation des sites 
d’infection et des nodules, les racines entières ont été clarifiées par trempage dans de l’eau de 
javel comme décrit par Truchet et al. (1989). Les échantillons ont été observés par 
microscopie (stéréomicroscope Wild/Leitz, Leica Microsystems, Wetzler, Allemagne ou un 
microscope optique, Zeiss Axiophot, Carl Zeiss, Allemagne). Pour les observations 
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histologiques détaillées, les racines nodulées non colorées ont été fixées dans une solution de 
fixation (Tampon phosphate 0.1M pH 7.2 et glutaraldéhyde 2.5% (v/v)), puis déshydratées 
dans des bains successifs d’éthanol et finalement inclues dans une résine technovit 7100 
(Hereaus Kulzer, Wehrheim, Allemagne). Les coupes semi-fines (4µm) de nodules ont été 
observées par microscopie à fond clair après coloration par une solution au bleu de Toluidine 
0.2%. Pour les études de microscopie électronique, après l’étape de fixation au 
glutaraldéhyde, les racines ont été fixées dans un tampon phosphate contenant 1% d’osmium, 
et inclues dans de l’Epon comme décrit par Vasse et al. (1993). Les grilles ont été examinées 
en utilisant un microscope électronique Hitachi H600 et les images ont été enregistrées sur 
des films 4489 Estar de Kodak. 
6- Transformation de N. benthamiana par A. tumefaciens 
La méthode utilisée pour analyser la localisation subcellulaire de la protéine 
MtENOD11 est une méthode d’expression transitoire dans les feuilles de N. benthamiana. Les 
souches d’A. tumefaciens sont resuspendues dans un milieu d’infiltration contenant 10mM de 
MES (Acide 2-N-Morpholinoéthane-Sulfonique) pH5.6, 10mM de MgCl2  et 100µM 
d’acétosyringone (3,5-diméthoxy-4-hydroxyacétophénone, Sigma, Steinheim, Allemagne) et 
incubées 2h à température ambiante avant infiltration. Des feuilles de N. benthamiana 
cultivées en serre pendant 3 à 4 semaines sont infiltrées à l’aide d’une seringue de 1mL sans 
aiguille,  avec une solution d’A. tumefaciens à une DO600nm de 0.5. Afin d’augmenter les 
niveaux d’expression des protéines fusions MtENOD11, les souches d’A. tumefaciens 
contenant les constructions d’intérêt ont été co-inoculées avec une autre souche d’A. 
tumefaciens exprimant la protéine p19 (Voinnet et al., 2003). Les plantes sont ensuite 
transférées dans un phytotron dont les conditions sont 16h de jour à 20°C et 60% d’humidité. 
Des fragments de feuilles sont prélevés entre 24h et 96h après inoculation soit pour être 
observés au microscope à fluorescence (Axiophot 2 Zeiss, Allemagne) et/ou au microscope 
confocal (Leica DMIRBE, Rueil-Malmaison, France), soit pour être congelés dans l’azote 
liquide et stockés à –70°C avant des analyses par Western blot. 
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7-Analyse d’expression protéique par Western blot 
7.1-Extraction des protéines de feuilles de N. benthamiana transformées  
Pour chaque type d’infiltration, 2 à 3 disques foliaires de 4mm de diamètre sont 
prélevés à 24, 36, 48 et 72 heures après infiltration. Les disques sont broyés à l’aide d’un 
broyeur (TissueLyser, Qiagen) et le broyat repris dans 100µL de tampon d’extraction 
composé de 50mM de Tris-HCL, de 15mM de NaCl et de 1X de cocktail d’inhibiteurs de 
protéases (Cat. N° P9599, Sigma, St Louis, MO, USA). Entre 10 et 35 µL de ce mélange sont 
chargés dans un gel d’acrylamide10 % et analysés par Western blot comme décrit plus bas. 
Afin de déterminer si MtENOD11 est une protéine soluble ou insoluble, l’extrait protéique est 
centrifugé à 13000 rpm pendant 5 minutes à 4°C afin d’obtenir la fraction soluble 
(surnageant) et la fraction insoluble, qui correspond au culot et qui est reprise dans le même 
volume que la fraction soluble (100µL). 25 µl de l’extrait brut (avant centrifugation), de la 
fraction soluble et insoluble sont  prélevés et analysés  par Western blot.  
7.2-Western blot 
Les échantillons protéiques sont repris dans du tampon de charge (50mM Tris-HCl, 
100mM dithiothréitol ou DTT, 2% sodium dodecyl sulfate ou SDS, 0.1% bleu de 
bromophénol, 10% glycérol), denaturés à 95°C  avant  migration sur gel SDS-PAGE (Sodium 
DodecylSulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis), à 10% (P/V). Le marqueur de taille 
utilisée est le « Page Ruler Prestained Protein Ladder » (Fermentas Life Sciences, Hanover, 
MD, USA). La migration est réalisée (cuve Mini-Protean Electrophoresis System, BioRad, 
Hercules, CA, USA)  dans un tampon de migration (25mM de Tris-Base, 192mM de Glycine 
et 1% de SDS) pendant 1 heure à 20mA, jusqu’à ce que les protéines atteignent le bas du gel 
de concentration (« stacking ») puis pendant 1h30 à 30mA. Les protéines sont ensuite 
transférées sur une membrane de Nitrocellulose (Hybond C-Extra, Amersham Life Science, 
Piscataway, NJ, USA), par transfert humide (cuve Mini Trans Blot, BioRad, Hercules, CA, 
USA) dans du tampon de transfert (25mM de Tris-Base, 192mM de Glycine et 20% 
d’Ethanol)  à 250mA, pendant 1h à 4°C. 
La membrane est  ensuite colorée au rouge ponceau (0.1% Ponceau, 5% d’acide 
acétique) afin de vérifier que le transfert de protéines a bien eu lieu. Les membranes sont 
ensuite rincées à l’eau, puis bloquées dans du lait 5% solubilisé dans un tampon TBS-Tween 
Chapitre V 
 107 
(20mM de Tris-HCl pH 7.6, 137mM de NaCl et 0.1% de Tween 20) pendant au moins 1 
heure. Les membranes sont ensuite incubées avec les anticorps primaires (anti-GFP ou anti-
RFP, Roche, Mannheim, Germany)  dans du TBS-Tween et du lait 1% sur la nuit à 4°C. 
Après rinçage dans du TBS-Tween pendant 10 minutes, les membranes sont incubées pendant 
une heure avec l’anticorps secondaire dans du TBS-Tween et du lait 1%. L’excédent 
d’anticorps est enlevé par des lavages de 5 minutes au TBS-Tween (4x) et au TBS seul (1x). 
L’anticorps secondaire utilisé est un anticorps anti IgG de lapin couplé à la Horse Radish 
Peroxidase peroxydase (Reference) qui  permet la révélation du signal par luminescence avec 
le reactif Immobilon Western (Millipore, Billerica, MA, USA) 
8-Analyse d’expression génique par qRT-PCR 
8.1-Extraction des ARN totaux 
L’extraction des ARN totaux est réalisée à partir de 5 à 10 racines de plantes de M. 
truncatula cultivées soit in vitro soit dans des caissons de brumisation, et traitées à l’eau ou 
aux FNods (10-9M, 6h ou 24h) (voir chapitre V, sections 2.3 et 4.2). Pour les racines inoculées 
par S. meliloti, les ARN totaux sont extraits à partir de lots de 10 racines prélevées à 1, 3 et 7 
jours post inoculation (jpi). Environ 30 à 50 mg de tissus racinaires congelés sont broyés dans 
l’azote liquide et les ARN totaux sont extraits en utilisant le kit "Total RNA purification from 
plant" (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Lors des différentes extractions, un traitement à la 
DNase (30 min, température ambiante) sur colonne est réalisé comme décrit dans le kit. 
L’absence de contamination par l'ADN génomique est confirmée par amplification PCR de 
séquences du gène rip1 (Cook et al., 1995) en utilisant des amorces positionnées de part et 
d’autre d’une séquence d’introns.  
La concentration des ARN totaux est déterminée par mesure de l’absorbance à 260 nm 
avec le spectrophotomètre Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilminghton, DE, 
USA). La qualité des ARN totaux est vérifiée en utilisant le système de puces « Agilent RNA 
6000 Nano » (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). 
8.2-Synthèse du premier brin d’ADNc 
De 0.5 à 1µg d'ARN totaux sont utilisés pour la synthèse des premiers brins d'ADNc à 
partir d’échantillons extraits de lots de racines entières (sauvages, mutantes ou transgéniques). 
Gène cible Amorce 5' Amorce 3' Tm (°C)
MtENOD11 (3'UTR) GCGTATTTGCAAGCAACAAG CCACATGCAAAGATGGGACG 60
MtENOD11        
(séq. Codante) TGTTCCTCTAGGGCTTGCTG TGGATGCTAGGTGGAGGCTG 60
MtENOD12 ATAGGCATCCTCCAGCAGAA AACTTGGCCTTGCCCATAC 60
MtN6 GGCTTCTCTGTACTCCCAGGTT AAACAACTTCGCGAGCATTC 60
MtNIN CGTCTTCTTCTTCGAGTGGGA GTAATCCCATGCTGTCTGCA 60
ENOD8 ACATTGGTGTTGGTTGTGGA GGAGGATCATTGAAAACTCCAG 60
EF1α CTTTGCTTGGTGCTGTTTAGATGG ATTCCAAAGGCGGCTGCATA 60
Tableau 5.7 : Liste des oligonucléotides utilisés pour la RT-PCR quantitative
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Les réactions ont été réalisées selon le protocole décrit pour la "Superscript II reverse 
transcriptase" (Invitrogen, Renfrewshire, U.K.) en utilisant un oligonucléotide ancré (17T+V 
à 2,5µM). Afin de contrôler l'efficacité de la reverse transcriptase dans les différents 
échantillons, 30 ng d'ARN de nébuline transcrit in vitro ont été inclus dans le volume 
réactionnel.  
8.3-RT-PCR quantitative (qRT-PCR) 
Le protocole de qRT-PCR utilisé est celui décrit par Sauviac et al. (2005). Les réactions 
d'amplification ont été réalisées avec le "Light Cycler Fast Start Reaction Mix MasterPLUS 
SYBR Green I" (Roche, Mannheim, Germany), sur un thermocycleur Roche "light cycler real 
time PCR" et selon les instructions du fabricant.  
Chaque réaction de qRT-PCR a été réalisée avec 2µL d'une dilution 1:25 (v/v) d'ADNc 
premiers brins dans un volume final de 10µL. Les conditions d'amplification sont les 
suivantes: dénaturation initiale (95°C pendant 9 min) suivie de 45 cycles de dénaturation 
(95°C pendant 5 sec), hybridation (56-60°C pendant 10 sec), et élongation (72°C pendant 10-
30 sec). A la fin de la réaction de qPCR, la spécificité de chaque amplification est vérifiée 
d'abord par l'analyse des courbes de dissociation obtenues par le passage des échantillons de 
la température d'hybridation (60°C) à la température de dénaturation (95°C), ainsi que par 
l’analyse des échantillons sur gel d’agarose et/ou par séquençage du produit PCR obtenu. Les 
amorces et les températures d'hybridation utilisées pour l'amplification des séquences des 
gènes MtENOD11, MtENOD12, MtN6 ENOD8 et MtNIN et du facteur d'élongation EF1-α 
sont indiquées dans le tableau 5.7. Le gène EF1-α présente une expression constante dans nos 
conditions, et a donc servi comme contrôle interne afin de normaliser les niveaux 
d’expression obtenus sur nos gènes d’intérêt. Des fragments PCR correspondant à chaque 
gène ont été clonés dans pGEM-T (Promega, France) et des dilutions sériées (de 10-2 à 10-7) 
des plasmides obtenus ont été réalisées et utilisées dans chaque série de réactions qPCR pour 
générer une courbe de calibration. La concentration relative en transcrits dans chaque 
échantillon a été calculée sur la base de cette courbe de calibration, qui permet de corréler les 
valeurs de "cycle Threshold" (CT) obtenues à une concentration standard connue. Les niveaux 
de transcrits des gènes MtENOD11, MtENOD12, MtN6, ENOD8 et MtNIN ont été normalisés 
avec les niveaux de transcrits du gène EF1-α. Les résultats présentés pour chaque échantillon 
représentent la moyenne de deux répétitions biologiques réalisées comprenant chacune deux 
réactions de qRT-PCR indépendantes (répétitions techniques). 
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